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ii i
序 言島
地 球 上 の ほ と ん ど の 生 物 ほ 酸 素 な し で は 生 き て い け な い ｡ 生
物 は 酸 素 を 取 り 込 ん で 種 々 の 反 応 を 介 し て 生 体 保 持 に 必 要 な エ
ネ ル ギ ー を 得 て い る o し か し 酸 素 は そ の 化 学 的 性 質 か ら ､ 生 体
に 対 し て 好 ま し く な い 酸 化 反 応 を 起 こ す こ と も あ り ､ そ の 結 果
過 酸 化 脂 質 と 呼 ば れ る 物 質 を 生 成 し て ､ 生 体 に 悪 影 響 を 及 ぼ す
こ と が 明 ら か に な っ て き た ｡
脂 質 は 生 体 内 に お い て り ん 脂 質 と し て 細 胞 膜 や 細 胞 内 小 器 官
の 膜 の 重 要 な 構 成 要 素 と し て 存 在 し て い る ｡ り ん 脂 質 は Fig . 1
に 示 す よ う な 構 造 を 持 ち β 位 に は 不 飽 和 脂 肪 酸 を 含 む こ と が 多
く ､ そ の 存 在 に よ っ て 生 体 膜 の 流 動 性 や 透 過 性 と い う 特 性 が 発
揮 さ れ る ｡
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Fig. l . S tr u c tu r e of pho sphol ipi ds .
特 に 二 重 結 合 を 二 個 以 上 含 む 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 嫁 生 体 構 成 成
分 と し て だ け で は な く 必 須 脂 肪 酸 と し て 栄 養 学 的 に も 重 要 で あ
り ､ プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン の よ う な 生 理 活 性 物 質 の 生 合 成 の 前 駆
物 質 と し て も 重 要 で あ る ｡ し か し こ の 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 は 酸 化
を 受 け や す く ､ 生 成 す る 過 酸 化 脂 質 は 生 体 膜 の 破 壊 ､ 溶 血 1 )､
動 脈 硬 化
.2)
､ 糖 尿 病 3 )､ 肺 疾 患 4 )､ 肝 疾 患 5) な ど に 関 連 し て い
る と 考 え ら れ て い る ｡ さ ら に 老 化 S ) や が ん T)_の 発 生
･
に も 過 酸 化
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脂 質 が 関 与 し て い る と の 考 え 方 も あ る ｡
脂 質 の 過 酸 化 は 生 体 内 で も 生 体 外 で も 起 こ り 得 る ｡ 生 体 外 の
反 応 と し て は 分 子 状 酸 素 に よ る 自 動 酸 化 が 最 も 重 要 で あ る o
.
こ
の 反 応 は F ig ･ 2 に 示 す よ う な ラ ジ カ ル 連 鎖 反 応 で あ り ､ 開 始 反
開 始 反 応
成 長 反 応
停 止 反 応
R H → R ･
R . ＋ 02 → RO O･
R O O･ ＋ R H → R O O H＋ R .
2 R･ ー R - 良
R ･ ＋ R O O･ ～ R O O R
2 R O O･ 一 R OO R＋ 02
F ig･ 2･ Me cha nis m of the r ad ic al chain r e a ct io n in thea uto xi dat io n .
応 ､ 成 長 反 応 ､ 停 止 反 応 の 三 段 階 に 分 類 さ れ る 8 )｡ 高 度 不 飽 和
脂 肪 酸 の 場 合 ほ Fig . 3 に 示 す よ う に 二 個 の 二 重 結 合 の 問 の ビ ス
ア リ ル 位 の メ テ レ ン 水 素 が 最 も 引 き 抜 か れ や す く ､
Rl
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Fig･ 3 ･ Initiatio n of the a uto xi datio n of lin oleic a ci d.
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こ の 水 素 引 き 抜 き 反 応 が ラ ジ カ ル
■
連 鎖 の 開 始 反 応 で あ る ｡ 生 成
し た ラ ジ カ ル は よ り 安 定 な 共 役 形 の ア リ ル ラ ジ カ ル に な り ､ 酸
素 と 反 応 し て ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ラ ジ カ ル を 生 ず る ｡ ヒ ド ロ ペ ル
オ キ シ ラ ジ カ ル は 他 の リ ノ ー ル 酸 か ら 水 素 を 引 き 抜 き ､ 連 鎖 反
応 が 進 展 す る ｡ 生 成 す る ヒ ド ロ ペ ル オ キ ン ド は 高 度 不 飽 和 脂 肪
酸 の 場 合 は 二 重 結 合 が 共 役 し た も の だ け で あ る ｡ 例 え ば ､ 高 度
不 飽 和 脂 肪 酸 の な か で 最 も 構 造 の 簡 単 な リ ノ ー ル 酸 で は ア リ ル
ラ ジ カ ル と 酸 素 と の 反 応 点 は 2 ケ 所 で あ り ､ 生 成 す る 共 役 ジ ュ
ン ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド に は 4 種 類 の 異 性 体 が あ る (F ig . 4 ) 9 )｡
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F ig. 4 ･ Fo u r is o m e ric lin oleic a cid hydr ope r o xi de s
l
pr epa r ed
fr o m the a uto x土da t 土o n of l ln ole土c a ci d.
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ま た 活 性 酸 素 種 で あ る 一 重 項 酸 素 に よ っ て も 不 飽 和 脂 肪 酸 は 過
酸 化 物 と な る が ､ こ の 酸 化 反 応 は エ ン 反 応 で 進 行 す る の で ､
垂 結 合 が 共 役 し て い な い 過 酸 化 物 も 生 成 す る 点 で 自 動 酸 化 と は
異 な る 1 8 )o
生 体 内 で 過 酸 化 脂 質 を 生 成 す る 酵 素 と し て は リ ポ キ シ ゲ ナ ー
ゼ が よ く 知 ら れ て い る 1 1 )｡ こ の 酵 素 は 植 物 界 に 広 く 存 在 し ､
近 年 動 物 か ら も 見 い 出 さ れ る よ う に な っ て き た 1 2】 ｡ 生 成 す る
ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 種 類 は 酵 素 の 起 源 ､ 純 度 ､ 反 応 条 件 に よ
っ て 同 一 基 質 か ら で も 見 な る ｡ こ の 酵 素 反 応 は 自 動 酸 化 と 同 様
の ラ ジ カ ル 反 応 で 進 む と 考 え ら れ て い る 1 3 )｡ 他 に は プ ロ ス タ
グ ラ ン ジ ン 合 成 酵 素 で あ る シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 1 4) ､ ス ー パ
ー オ ヰ シ ド ( 0 言 ) 依 存 性 脂 質 過 酸 化 反 応 を 起 こ す キ サ ン テ ン
オ キ シ ゲ ナ - ゼ 1 5 ) お よ ぴ ミ ク ロ ソ ー ム 1 6 ) な ど も 知 ら れ て い
る ｡
過 酸 化 脂 質 と 総 称 さ れ る 物 質 は 狭 義 で は 脂 質 や 脂 肪 酸 の 過 酸
化 物 を 指 す が ､ 一 般 的 に は そ れ に 関 連 す る 種 々 の 化 合 物 群 を 含
む こ と が 多 い ｡ 過 酸 化 脂 質 は 毒 性 が 強 く 生 体 に 有 害 な 作 用 を 示
す こ と は 上 記 の 疾 患 と の 関 連 か ら も 多 数 報 告 さ れ て い る が ､ 実
際 に 生 体 に 対 し て 有 害 な 作 用 を 及 ぼ す 化 合 物 に つ い て の 研 究 は
極 め て 少 な い ｡ そ の 原 因 は 脂 質 過 酸 化 反 応 の 一 次 産 物 と し て 生
成 す る ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド が 不 安 定 で ､ さ ら に 酸 化 反 応 を 受 け
て ､ F ig . 5 の よ う に ア ル デ ヒ ド や 炭 化 水 素 を 始 め と す る 種 々 の
二 次 産 物 に 変 化 し や す く 1 7) ､ そ れ ら の 分 離 や 精 製 が 困 難 で あ
っ た た め と 思 わ れ る ｡
従 来 過 酸 化 脂 質 の 毒 性 研 究 で は ､ 植 物 油 や 不 飽 和 脂 肪 酸 の 酸
化 混 合 物 を 動 物 に 投 与 し て ､ そ の 影 響 を 調 べ た も の が 多 か っ た ｡
ま た ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド を 単 離 し て も ､ さ ら に 異 性 体 レ ベ ル ま
で 精 製 す る こ と が で き な か っ た の で ､ 異 性 体 の 混 合 物 の ま ま 用
- ト
別d8hyde s, AIka n e s, Aはe n e s
tlydr8 Xya Cids, Keモoa cids
･
ERd8Pe rOXide s
Din e rs
,
Po[ym e rs
Lipid
- -
- - - - - Hydrope ro xide s
Fig ･ 5･ Se c o nda ry produ cts de riv ed fr o m l ipi d pe r o xi de s.
い て 反 応 性 が 調 べ ら れ て き た ｡ ま た 過 酸 化 脂 質 は 不 安 定 で ､ 分
解 し や す い た め ､ 迅 速 な 単 離 法 の 確 立 が 望 ま れ て い た ｡ 近 年 高
速 液 体 ク ロ マ ト ダ ラ
体 の 分 離 を 始 め 種 々
リ ノ ー ル 酸 メ チ ル の
オ ヰ シ ド は H P L C
分 離 が 困 難 な 遊 離 リ
フ ィ ー ( Ⅲ P L C) が 急 速 に 発 達
の 生 成 物 の 分 離 が 可 能 に な っ J= 0
日 動 酸 化 か ら 生 成 す る 4 種 類 の と
を 用 い て 不 完 全 で は あ る が 分 離 さ
ノ ー ル 酸 の ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド で
E - LOO H お よび 13 - E , E - LO O Ⅱの 分 離 が 報 告 さ れ た 1 9 ) 0
製 し た リ ノ ー ル 酸 メ チ ル の ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド 異 性 体
(9E, 11 Z卜 1 3- hydr op e r o xy - 9 , l l- o ct ade c ad i
r
e n o ale]
し ､ 異 性
例 え ば､
ド ロ ペ ル
れ た 1 8 )
も ､ 1 3- Z,
そ し て 精
[m et hyl
を 用 い た
研 究 か ら ､ ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド は 酸 素 の 存 在 下 に お い て 異 性 化
反 応 を 起 こ す こ と が 見 い 出 さ れ た 2 8 ) . 著 者 は 過 酸 化 脂 質 の 反
応 性卑 研 究 す る 場 合 ､ そ の 基 本 構 造 で あ る 不 飽 和 脂 肪 酸 ヒ ド ロ
ペ ル オ キ シ ド の 化 学 的 性 質 を ま ず 解 明 す る こ と が 重 要 で あ る と
考 え
.
!= ｡
■
そ こ で 構 造 の 簡 単 な リ ノ ー ル 酸 の ヒ ド ロ ペ.
ル オ キ シ ド
[ (9Z, 1 1Eト 1 3- hy dr op e r o xy - 9 , 1 トo ct ade c ad ie n oie a ci d] の
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種 々 の 共 存 ガ ス お よ び 溶 媒 に 対 す る 性 質 を 検 討 し ､ 嫌 気 的 条 件
下 に お い て も 異 性 化 が 起 こ
正 常 な 生 体 に お い て は ､
抑 え ら れ て い る ｡ 例 え ば ､
酸 .素 の う ち ス - パ ー オ ヰ シ
る こ と を 初 め て 見 い 出 し た 2 1 )0
過 酸 化 ･脂 質 の 生 成 は 防 御 系 に よ っ_
I
過 酸 化 反 応 の 開 始 剤 と な り 得 る 活 性
ド に は ス ー パ - オ ヰ シ ド デ イ ス ム 夕
- ゼ ( s o D) が ､ 過 酸 化 水 素 や 他 の 過 酸 化 物 に ほ カ タ ラ ー ゼ
や ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と い う 酵 素 が 存 在 し 過 酸 化 反 応 を 抑 え て い
る o 一 方 生 体 内 に お い て 酵 素 系 で は な く て 強 い 抗 酸 化 性 や ラ ジ
カ ル 捕 捉 性 を 示 す 化 合 物 と し て は ビ タ ミ ン E ( α - t o c opbe r ol)
や グ ル タ チ オ ン の よ う な チ オ ー ル 化 合 物 が 知 ら れ て い る ｡ チ オ
ー ル 化 合 物 と 過 酸 化 物 と の 反 応 機 構 は 3 価 の 鉄 の 存 在 下 で シ ス
テ イ ン と T)A/
- ル 酸 メ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド と を 用 い て 詳 し
く 検 討 さ れ て い る 2 2 - 2 + )
は 過 酸 化 物 由 来 の ア ル コ
す る が ､ 酸 素 が 存 在 す る
o シ ス テ イ ン は 嫌 気 的 条 件 下 に お い て
キ シ ラ ジ カ ル を 捕 捉 し て 付 加 物 を 形 成
と 過 酸 化 物 に 直 接 に は 作 用 し な く な る ｡
こ れ に 対 し て ､ ビ タ ミ ン E を 脂 質 過 酸 化 物 と 反 応 さ せ た 場 合 の
生 成 物 に 関 す る 報 告 は 少 な か っ た ｡ 単 離 同 定 さ れ た 生 成 物 と し
て は ､ 窒 素 気 流 下 で リ ノ ー ル 酸 メ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド と ビ
タ ミ ン E ま た ほ そ の モ デ ル 化 合 物 を 光 ま た は 3 価 の 鉄 の 存 在 下
で 反 応 さ せ ､ ク ロ マ ノ キ シ 基 が 付 加 し た シ ス お よ び ト ラ ン ス エ
ポ キ シ ド が 報 告 さ れ た 2 5 )｡ し か し 生 体 内 は 決 し て 嫌 気 的 条 件
で は な い と 考 え ら れ る に も か か わ ら ず ､ 酸 素 の 影 響 な ど 詳 し い
検 討 が 為 さ れ て い な か っ た ｡ 著 者 は 2 価 鉄 存 在 下 に お け る (9 Z,
1 1E 卜1 3- hydr op e r o xy - 9 . l l- o ct ade c ad ie n oi c a ci d と tt:タ ミ ン
E モ デ ル 化 合 物 と の 反 応 を 空 気 中 と ア ル ゴ ン 中 で 比 較 検 討 し た ｡
そ の 結 果 ､ 分 子 状 酸 素 は ビ タ ミ ン E 類 の ラ ジ カ ル 捕 捉 反 応 に は
影 響 を 及 ぼ さ ず ､ チ オ ー ル 化 合 物 と ほ そ の 反 応 性 が 異 な る こ と
を 明 ら か に し た 2 6 )o
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脂 質 過 酸 化 反 応 の 一 次 産 物 で あ
L
る ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド は 上 述
の よ う に 不 安 定 で 多 種 類 の 二 次 産 物 に 変 化 す る 1 7 )｡ 過 醍 化 脂
質 の 毒 性 が 何 に 由 来 す る の か に つ い て は ラ ッ ト な ど の 動 物 を 伺
い て 研 究 き れ て き た 2 7､ 2 8 )o し か し 動 物 を 用 い た 実 験 で は ､ 投
与 物 質 が 毒 性 を 示 し た と し て も ､ 代 謝 や 分 解 な ど の 問 題 か ら 実
際 に 毒 性 を 発 揮 し た も の が 何 か を 明 確 に す る こ と が 難 し く な る
こ と も 考 え ら れ る ｡ 著 者 は 生 体 モ デ ル と し て 単 純 化 さ れ た 培 養
細 胞 を 用 い ､ 細 胞 致 死 を 指,棲 と し て 過 酸 化 脂 質 関 連 化 合 物 の 毒
性 を 検 討 し た ｡ 細 胞 と し て は ヒ ト 由 来 の 線 椎 茸 細 胞 お よ び 血 管
内 皮 細 胞 を 伺 い た ｡
ド お よ び そ の 分 解 か
べ た ｡ そ の 結 果 ､ リ
hydr o xy
- 2 - n o n e n al ､
de c ad ie n al (F ig . 6
リ ノ -
.
ル 酸 ､ リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ
ら 生 ず る ア ル デ ヒ ド に つ い て 細 胞 毒 性 を 詞
ノ - ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド ､ (E卜 4 -
(E, E 卜 2, 卜 n o n ad ie n alお よ び (E , Eト2 , ト
) が こ れ ら の 培 養 細 胞 に 強 い･毒 性 を 示 す こ
と を あ き ら か に し た 2 9､ 3 a )0
00‖
Z p E
- 13 - L O O H
CHO
(E′ E) - 2, 4 - n o n.ad ie n a1
COOH CHO
OH
(I) - 4 - hyar o xy - 2 - n o n e n a1
CHD
(E ′E) - 2′4 - de c ad 土e n al
Fig . 6 . S tr u ctu r es of c ytoto xic co m po u nds .
と こ ろ で 毒 性 を 持 つ 化 合 物 が 実 際 に 毒 性 を 発 揮 す る に は ､ そ
の 化 合 物
■
の 生 成 量 が 重 要 な 因 子 で あ る と 考 え ら れ る ｡ そ こ で 高
度 不 飽 和 脂 肪 酸 を 自 動 酸 化 し て ､ そ の 混 合 物 中 で 実優 に 毒 性 を
-7-
発 揮 し て い る 化 合 物 の 検 索 を 試 み た ｡ 不 飽 和 脂 肪 酸 の 種 類 に よ
っ て 酸 化 反 応 の 進 行 が 異 な る た め ､ 4 0 ℃ で 3 日 間 酸 素 を 通 じ
る と い う 一 定 の 反 応 条 件 下 に お い て 生 成 し た 酸 化 混 合 物 に つ い
て 毒 性 を 検 討 し た o そ の 結 果 ､ リ ノ ー ル 酸 の 場 合 そ の ヒ ド ロ ペ
ル オ キ シ ド が ､ ア ラ ヰ ド ン 酸 の 場 合 は (E ト ト hydr o xy - 2 -
n o n e n al が 酸 化 混 合 物 の 毒 性 の 主 要 成 分 で あ る こ と を 確 認 し た ｡
本 論 文 で は ､ 第 1 章 で は リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド の 異
性 化 お よ び 分 解 へ の 気 相 や 溶 媒 の 影 響 に つ い て 述 べ ､ 第 2.章 で
は 生 体 内 に お い て 抗 酸 化 剤 お よ び ラ ジ カ ル 捕 捉 剤 と し て 機 能 す
る ビ タ ミ ン E (･α - t o c oph e r ol ) の モ デ ル 化 合 物 で あ る
2 , 2, 5 , 7 , 8 - p e nt a m ethylch r o m a n- 6 - o 1 に よ る リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ
ペ ル オ キ シ ド の 捕 捉 反 応 に つ い て 述 べ る o リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ
ル オ 車 シ ド お よ ぴ そ の 酸 化 分 解 か ら 生 成 す る ア ル デ ヒ.ド の 細 胞
毒 性 に つ い て ､ ヒ ト 線 維 芽 細 胞 に 対 す る 研 究 を 第 3 章 に ､ ヒ ト
麟 帯 静 脈 内 皮 細 胞 に 対 す る 研 究 を 第 4 章 に 記 述 し た ｡ 第 5 章 で
は 数 種 の 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 の 自 動 酸 化 物 の 毒 性 に つ い て 述 べ る ｡
-8 -
本 論
第 1 章 リ ノ - ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド の 異 性 化 反 応
過 酸 化 脂 質 が 生 体 に と っ て 栄 養 学 的 お よ び 病 理 学 的 に 有 害 で
あ る と 数 多 く 報 告 さ れ て い る ｡ 過 酸 化 脂 質 と 呼 ば れ る 物 質 の う
ち 最 も 基 本 と な る 化 合 物 は 不 飽 和 脂 肪 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ ン ド で
あ る o こ の 化 合 物 の 化 学 的 お よ び 生 化 学 的 反 応 性 が 過 酸 化 脂 質
の 性 質 の 根 源 と な っ て い る と 考 え ら れ る ｡ し か し 脂 質 ほ ､ 分 子
レ ベ ル で 純 粋 な 形 と し て 単 離 し た り ､ 構 造 を 確 認 し た り す る こ
と が 遅 れ て い る 生 体 成 分 の 一 つ で あ る o 従 来 の 過 酸 化 脂 質 の 研
究 で は 脂 肪 酸 は 混 合 物 の ま ま 使 用 さ れ て い た の で ､ 生 成 す る 過
酸 化 物 も 単 一 構 造 で は な か っ た o 更 に 過 酸 化 物 は 不 安 定 で あ る
こ と も 精 製 を 困 難 に さ せ て い た ｡
近 年 ､ 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ( H P L C) が 急 速 に 発
達 し ､ 不 飽 和 脂 肪 酸 ヒ ド ロ ペ ル キ シ ド の 異 性 体 が 精 製 で き る よ
う に な っ た ｡ リ ノ ー ル 酸 メ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ
.
ド の 位 置 異 性
体 の 分 離 が 1 9 7 5 年 に 報 告 さ れ 3 1 ) ､ 次 い で 1 9 7 7 年 に は
立 体 異 性 体 の 分 離 が 報 告 さ れ た 1 8 ) ｡ こ れ に よ り 従 来 混 合 物 の
ま ま で 実 験 に 供 さ れ て
て 取 り 扱 え る よ う に な
著 者 は 不 飽 和 脂 肪 酸
よ び 異 性 化 に 興 味 を も
し て ､ 実 験 を 試 み た ｡
き た 過 酸 化 脂 質 が 純 粋 な 有 機 化 合 物 と し
っ た ｡
ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 性 質 の う ち 分 解 お
ち ､ ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 異 性 体 を 単 離
- g-
第 1 節 リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 合 成 お よ ぴ 精 製
リ ノ ー ル 酸 を は う 酸 緩 衝 液 (pH g. 0 ) 中で ダ イ ズ リ ポ キ シ ゲ
ナ ー ゼ - 1 に よ っ て 酸 化 し 3 2 )､ シ リ カ ゲ ル カ ラ ム で ヒ ド ロ ペ
ル オ ヰ シ ド を 分 離 し た ｡ こ の ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド を.H P L C で
分 析 す る と 異 性 体 の 混 合 物 で あ る こ と が 判 明 し た (F ig. 7 ) 0
inje ct
Ⅰ
Ⅱ Ⅲ/
ム
1
3
B
o
-
6ら min
Fig. 7. High pe rfo r m a n c el iqui d chr om a togr a m of l in oleic
a cid hydr ope r oxides de riv ed fr o mt he oxi da tio n of l in oleic
a cid with s oybe a n l ipo xy ge n a s e- 1 .
分 取 用 Ⅲ p L C カ ラ ム を 用 い て ピ ー ク Ⅰ を 分 離 精 製 し た ｡ ピ ー
ク Ⅰ は 本 酵 素 か ら の 壬 生 成 異 性 体 と 報 告 さ れ て い る (1 3 S卜
(9 Z･ 1 1 E) - 1 3- hydr op e r oxy - 9, l l- o ct ad e c ad ie n oic a ci d(Z, E -
1 3- L O O‡ ) で あ る 1 3) と 考 え ら れ た (F ig. 8 ) ｡ 他 の ヒ ド ロ ペ
ル オ キ ･ シ ド 異 性 体 Ⅱ お よ び Ⅲ は 本 酵 素 反 応 で は 少 量 し か 生 成 し
な い の で 自 動 酸 化 に よ っ て 合 成 し ､ 酵 素 反 応 の 場 合 と 同 様 に 処
理 し て ピ ー ク Ⅱ お よ び Ⅲ に 相 当 す る 分 画 を 分 離 精 製 し た ｡
ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド と し て は F ig . 8 に 示 す よ う に ヒ ド ロ ペ ル
オ キ シ 基 の 付 く 位 置 が 9 位 と 1 3位 の 二 点 が あ る ｡ さ ら に そ れ ぞ
れ 二 重 結 合 の 幾 何 異 性 に よ っ て 2 種 類 の 合 計 4 種 類 の 異 性 体 が
あ る が ､ ピ ー ク Ⅰ ､ Ⅱ ､ Ⅲ の 構 造 の 確 認 に は 質 量 分 析 法 ( M S)
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‖ 00H
COH
(1 3 S) - (9 Z,l lE) - 13 - hydr opero xy - 9, ll - o ctade c adie n oic a ci d
(Z,E - 13 - L O O H)
COO=
00H
(9 E′l lE) - 13- hydr ope r o xy- 9,1 トo ctade c adie n oic a cid
(ErE - 13 - L O O H)
COOH
00H
(10 E,12Z 卜 9 - hydr ope r o xy- 1 0112 - o ctade caa ie n oic aci d
(ErZこ9- L O O H)
COO‖
00H
(10 E′1 2E)- 9 - hydr ope r o xy- 10,1 2- octade c ad ien ｡ic a ci d
(E,E - 9 - L O O H)
Fig･ 8, ･ S tr u ctu rss o f lin oleic a ci d hydr ope r o xi de s･
- 1ト
お よ び 核 磁 気 共 鳴 分 光 法 ( N M a) が 有 効 で あ っ た ｡ ピ - ク Ⅰ
Ⅱ ､ Ⅲ の 分 画 を Na B I4 還 元 ､ メ チ ル エ ス テ ル 化 ､ 接 触 還 元 ､ お
よ び ト リ メ チ ル シ リ ル ( T M S) 化 と 処 理 し て 得 た 7n ethyl
triTnethylsi l i lo x y s t e a r ate を M S で分 析 し た ｡ ピ ー ク Ⅰ お よ
び Ⅱ か ら の 誘 導 体 で は m/e 3 1 5､ 1 7 3 が ､ ピ ー ク Ⅲ か ら の 誘 導
体･ で は m/e 2 5 9､ 2 2 9が 確 認 さ れ た こ と (F ig . 9 ) か ら ､ ピ ー
ク Ⅰ お よ び Ⅱ は 1 3 - ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド で あ り ､ ピ ー ク Ⅲ は
9 - ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド で あ る と 判 明 し た ｡ プ ロ ト ン ー N M R
( 1 H - N M R; 2 0 0 M flz) に お け る オ レ フ ィ ン 性 プ ロ ト ン お よ
び ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ 基 の 付 加 し た 炭 素 の メ チ ン プ ロ ト ン の 結 合
定 数 の 分 析 お よ ぴ デ カ ッ プ リ ン グ 法 を 用 い て 二 重 結 合 の 幾 何 異
性 と 位 置 を 決 定 し た ｡ 従 来 リ ノ ー ル 酸 メ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ
ド の う ち.1 3
- Z, E - ､ 1 3- E , E - ､ お よ び 9 - E, Z - 異 性 体 の 1 H - N M
R ス ペ ク ト ル は 報 告 さ れ て い た が ､ そ れ ら の オ レ フ ィ ン プ ロ ト
ン の 帰 属 は 為 き れ て い な か っ た 1 8 ) o ま た ダ イ ズ リ ポ キ シ ゲ ナ
ー ゼ - 1 に よ り 生 成 す る 13 - Z , E - LO O H は 重 水 中 に お け る 測 定 が
O T M S
rye 315
l
‾ ‾ 一 ‾ ‾
1
O T ⅣlS
rrVe 259
rr/e 173
ユ3!
J
l
. . ,E - _l
rr/e 229
;9 ;
l
暮
. _ _ _ +
CO O C H3
COO C H3
Fig･ 9･ Origl n Of cha r a cte ris tic fr agm e nt ion s in the m a s s
spe ctr a of trim ethylsi lyl de riv at iv e s of m et hy1 9- hydr o xy -
ste a r ate a nd m et hy1 1 3- hydr o xyste a r ate .
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報 告 さ れ た が ､ 9 位 と 1 2位 の シ グ ナ ル が 重 な り オ レ フ ィ ン プ ロ
ト ン の 完 全 な 解 析 は で き な か っ た 3 3 ) o 本 実 験 で 単 離 し た 各 ピ
ー ク 分 画 の 重 メ タ ノ ー ル 中 の 1 H - N M R チャ ー ト の 低 磁 場 部
分 を F ig . 1 0 に示 し た ｡ ピ ー ク Ⅰ の 分 画 は ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ 基
に 隣 接 し た 二 重 結 合 の プ ロ ト ン が 1 5 Hz の 結 合 定 数 を 示 し た の で
E (ト ラ ン ス )で あ り ､ そ れ に 共 役 し た 二 重 結 合 は 1 1 ‡z の 結 合 定
数 を 示
ピ ー ク
数 を 示
l o b) 0
し た の で Z (シ ス )で あ る こ と が 判 明 し た (F ig . 1 0a) ｡
Ⅱ の 分 画 は 共 役 し た 二 重 結 合 の い ず れ も が 1 5‡z の 結 合 定
し た の で E E 異 性 体 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た (F ig .
ピ ー ク Ⅲ の 9 - ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド (F ig . 1 0c) は オ
レ フ イ ン 周 辺 の ク ロ モ フ ォ ア に 関 し て は 1 3 - ヒ ド ロ ペ ル オ キ
シ ド と 同 様 で あ る と 考 え ら れ る こ と か ら ､ E E と E Z異 性 体 の
12
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11 10 12 9
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Fig･ 10･ Lo w f iel d regi o n of
l
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混 合 物 で あ る と 判 定 さ れ た ｡ F ig . 1 0c 中 で ○ 印 を 付 け た シ グ ナ
ル は 9 - E, Z - L O O H に由 来 す る と 考 え ら れ る も の で あ る o 叩 S お よ
び 1 H - N M R の 結 果 よ り ､ 各 シ グ ナ ル は T ab le Ⅰ の よ う に 帰
属 さ れ ､ ピ ー ク Ⅰ は (9Z, ll E) - 1 3- hydr op e r o xy - 9 , 1 卜
o ctad e c ad ien oi c a ci d(Z, E - 1 3- LO OⅡ) ､ ピ ー ク Ⅱ は (9 E, l lE) -
13･- hydr ope r ox y
- 9 , ll - o ct ad e c ad ie n oi c a ci d (E, E - 13 - LO O H)､
ピ ー ク Ⅲ は (1 0 E, 1 2 Z) - お よ び (1 0E, 1 2E卜 g - hydo p e r o xy - 1 0, 1 2-
o ctad e c ad ie n oic a ci d (E , Z - 9TL O O Eお よ び E , E - 9 - L O O H) の 混 合
物 で あ る と を 同 定 さ れ た ｡
Table =
Pr oto n chemic al sh i f ts of H - 9～1 3 in lin oleic a cid
hyd工
･
O per OX土de s .
Hydroperoxlde Solvent H- 9 1 0 11 12 13
I,E-15- LOOH CDC13
”
V
ll
5.5 2(8,ll) 6.0 叫(ll) 6.60(ll,15) 5.60(7J15)Ll.叫1
E,E-15- LOD‥ 5.7 7(8,15).6.0 8(9,1 5) 6.5 0(9,16) 5. 0(8J16) 勺.2 6
E,Z-9-LO OH Ll..5 8 5.5 6 6.60(1 0,15) 6.05 5,5 6
E,E-9 -LOOM 勺.5 8 5.5 6 6.29(10,15) 6.05 5.78 (7,1 5)
Z,E-15- LOOM CD30
( I
～
～
5.4 5(8,10) 6■.01 (10,l l) 6.5LJ(11J16) 5. 7( 8,16)Ll.28
EJE-15- LOOH 5,7 6(8,1 5) 6.1 2(10,15) 6.20(1 0,15) 5. 0( 8J15) q.2 5
EJZ -9-LOOH Ll.28 5,57(8,1 5) 6.54(1 0J15) 6.01 5.勺5
E,E-9-し00H 4.25 5.47(8J15) 6.18(1 0,15) 6.06 5.72 (7,1 斗)
Inte r nal sta nda rd: T也s .
各 異 性 体 の 炭 素 - 1 3 N M R( 1 3c - N M R) に よ る シ グ ナ ル
は 選 択 デ ッ カ プ リ ン グ 法 3 4 ) お よ び 残 余 ス ピ ン 結 合 プ ロ ッ ト 法
3 5 ) を 用 い て T abl e Ⅱ の よ う に 帰 属 し た ｡
-1i-
Ta ble = =
Ca rbo n che mic al sh ifts of C - 8. ～16 土n l 土n ole土c aci d
hydr oper o xides 早
CoMPOU ND SoL VE NT C-16 15 1勺 15 12 ユ1 10 98
E,E-9 -LOOH
E,Z-9-LOOH
E,E-15-LOOH
ZノE-15-LOO‖
CDC13
l I
JI
JI
51.5 25.2 32.6 156.0 129.5 1到.5 129.5 86.勺 52.6
王 E
51,5 25.2 27.8 135.5 127■.18 129.卑 151.7 86.勺 52.6
宅 E
51.8 25.0 52.6 86.7 129.2 1 粥.2 129,句 ユ36.2 52.6
E E
51.8 25.0 52.6
■
86.7 151.5 129.7 127.7 153.6 27.6
E z
In te r n al sta nda rd: T M S.
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第 2 節 リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド の 異 性 化
T) / -
イ オ ン な
オ ヰ シ ド
解 ば か り
脂 質 ヒ
■
ド
し て 注 目
ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド は 不 安 定 で 熟 ､ 光 ま た は 金 属
ど に よ っ て 容 易 に 分 解 さ れ る 3 6 )｡ 近 年 ､ ヒ ド ロ ペ ル
は 酸 素 存 在 下 に お い て ､ ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド は 酸 化 分
で な く 異 性 化 を も 受 け る こ と が 近 年 見 い 出 さ れ 3 7 )､
ロ ペ ル オ ヰ シ ド の 化 学 的 不 安 定 性 を 示 す 現 象 の 一 つ と
さ れ た ｡ C ha nら は リ ノ ー ル 酸 メ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ
ド の 四 異 性 体 (1 3- Z, E - ､ 1 3- E, E - ､ 9 - E , Z - ､ お よ ぴ 9 - E, E 一 異 性
体 ) を 単 離 ( 純 度 7 3 % ･以 上) し て 4 0
o
C に 加 熱 す る と ､ そ れ
ぞ れ の 異 性 体 は 異 性 化 を 受 け て 四 異 性 体 の 混 合 物 に な る こ と を
報 告 し た 2 8 ) o さ ら に 彼 ら は 酸 素 - 1 8で 標 識
チ ル ヒ ド･ロ ペ ル オ ヰ シ ド (9 - E, Z - 異 性 体) 杏
加 熱 し た 後 ､ 回 収 し た 原 料 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ
% 保 持 さ れ て お り ､ 異 性 化 で 生 成 し た 他 の 3
オ キ シ ド に は 1 8o が い ず れ の 異 性 体 に も 約 5
し た リ ノ ー ル 酸 メ
4 0
o
C で 1 6 時 間
ド に は 1 S o が 8 2
種 額 の ヒ ド ロ ペ ル
5 %取 り 込 ま れ て
い た こ と か ら ､ Fig. 1 1 に示 す よ う な 機 構 を 提 唱 し た ｡ そ し て
0 - 0･
I
- C H- CH=CH - CH= CH -
HOL O
●
l
- C H- CH - CH三 CH - CH -
[
0＋2
J卜
･0 - 0･
- CH - C H- CH - C H- CH -
0 - OH
I
- CH - CH= CH - CH= CH-
･OLO●
l
- CH= CH- CH=CH - CH -
R . ” . - S . Ch& n. G . Le v ett, 一 nd I . A . M&tthe v. C he n. Phys . Lipids' i4. 24 S(1979)
Fig. 11● Me cha nis m of t he is o m e ri2:a tio n of l in ole ate
hydrope r o x土de s 土n the pr e s e n c e of o xy9e n･
ー 16-
嫌 気 的 条 件 下 で は ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 異 性 化 は 起 こ ら な い と
報 告 し た o ま た ､ S ingle t o n は
.リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ L ド
(13 - Z , E - LO OⅡ が 約 7 0 % の 混 合 物 ) を ヘ キ サ ン 溶 液 で 2 5 oC
に 保 持 す る一と 異 性 化 が 起 こ り ､ そ の 異 性 化 は 温 度 や 濃 度 が 高 い
ほ ど 速 い と 報 告 し た 3 8 ' ｡ 著 者 は 嫌 気 的 条 件 下 に お い て 異 性 化
が 起 こ る か 確 か め る こ と が 不 安 定 な ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 反 応
性 を 検 討 や 保 管 に 重 要 で あ る と 考 え ､ 嫌 気 的 条 件 下 を 始 め と し
て 種 々 の 条 件 下 に お け
.
る リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド (1 3-
Z, E - L o on) の 異 性 化 お よ び 分 解 を 検 討 し た ｡
種 々 の 溶 媒 や 共 存 ガ ス 下 に お い て リ ノ - ル 酸 ヒ ド ロ ペ )J ォ ヰ
シ ド を 5 0 oC に 加 熱 し た ｡ 経 時 的 に 2 3 4 n m の 吸 光 度 (昇 役
ジ ュ ン 構 造 に よ る ) の 変 化 お よ び H P LC に
･
お け る 各 ヒ ド ロ ペ
ル オ ヰ シ ド 異 性 体 の ピ ー ク 面 積 を 測 定 し た ｡ 異 性 化 ( Ⅰ).と 分
解 ( D ) の 割 合 は 次 式 に 従 っ て 求 め た ｡
I - (l o o- A )
D - A ＋ (10 0- A)
[ 全 L O O ‡面 積] - [ 原 料 L O OH]
[全 L O OH面 積]
[LO O Ⅱ以 外 の 生 成 物 面 積]
[ 全 面積]
A : 2 3 4n m の 吸 光 度 の 減 衰 率
面 積 : H P L C によ る ピ ー ク 面 積
-17-
地 竺坐 せ
キ シ ド の 異 性 化
脱 気 と ア ル ゴ ン ガ ス 導 入 を 4
気 に し た バ イ ア ル に ミ ニ ナ ー ト
で .飽 和 し た 5 0 m M リ ノ ー ル 酸
LOO辻) / ベ ン ゼ ン 溶 液 を 加 え 5
- 5 回 繰 り 返 し て ア ル ゴ ン 軍 国
バ ル ブ を 装 着 し ､ ア ル ゴ ン ガ ス
ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド ( Z, E - 1 3-
0
oC に 加 熱 す る と ､ 異 性 化 が 起
こ り ､ I , E - 1 3- L O O Iお よ び E, E - 9 - L O OE が生 成 し た (Fig. 1 2) 0
Z. E - 1 3- LO OE の 異 性 化 は 反 応 初 期 に 急 速 に 進 行 す る の に 対 し て ､
分 解 は 反 応 時 間 が 延 び る に 従 っ て 比 較 的 ゆ っ く り 増 加 し た (
F ig . 1 3) ｡ 異 性 化 生 成 物 を H P L C で分 離 し ､ 1 H - N M 良
を 用 い て 同 定 し た . 従 来 z. E - 1 3- L O O Ⅱ の異 性 化 に お い て は 他 の
3 種 類 の 異 性 体 が 生 成 す る と 報 告 さ れ て い る 2 8､ 3 8 )o 本 実 験 で
分 離 し た 9 - L O O I分 画 を 1Ⅰ‡ - N M Rで 調 べ る と E. Z - 9 - LO O Eを 含
ま な い こ と を 示 し た ｡ こ の 結 果 は.得 ら れ た 9 - LO OH分 画 を tr 卜
ph e nylph o sphi n eで 還 元 し て も ､ (1 0 E. 12 E) - 9 - hydo xy - 1 0, 1 2-
E ,I - 9 - L O O E
E, E
- 1 3- L O O H
＼
Sb4(Z,E - 1 3- L O O K)
＼
＼
in3e at
㌔
2 0 4 0
m ュn
F ig･ 12. High perfo r m a n c eliqu id chr o m atogr a m of Z, I - 1 3-
L O O Ein c uba ted fo r 2 days at 5 0
o
C u nde r a rgo n.
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o ctade c ad ie n oi c a ci d し か 得 ら れ な い こ と か ら も 確 認 き れ た ｡
ま た E , E - 1 3- L O O Hは 同 条 件 下 で E , E - 9 - L O O Ⅱに異 性 化 す る が ､ そ
の 速 度 は Z, E - 13 - LOO I よ り も か な り 遅 か っ た (F ig . 1 4) o
100
E;
:ST
U . I.
E; ho
O ) 50
･竺 B
t～ O
O ロ
･B召
ci
d a
Fig. 13.
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､
-
℃ ー _
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Tim e(d)
of Z
,
E - 13 - LOO H at 5 0｡c u nde r a rgon .
‡コ
･B T
-
a 1
0
5｡骨壷
t～ u
O ロ
･B3
cd D<
l宅
100
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ヽ
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of I
,
E - 1 3- L O O flat 5 0oC u nde r a rgo n.
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召
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100
Tim e(d)
T im e c o u r s e s of t he iso m e ri2:atio n a nd de c o mpo sit io n
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異 性 化 に 絶 すー_亙 幽 虹墓
ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 ､ 種 々 の 溶 媒 中 古羊 お け る Z, E - 1 3- L O O Ⅱの 異.
性 化 お よ ぴ 分 解 の 経 時 変 化 を Fig . 1 5 に示 し た ｡ ベ ン ゼ ン 中 (
○) で は 異 性 化 が 急 速 に 起 こ り ､ 6 時 間 後 に は 約 7 0 % が E,E -
13rLO O ‡お よ ぴ E. E - 9 - L O Ⅱ へ 異 性 化 し た が ､ 分 解 は ほ と ん ど 起
こ っ て い な か っ た ｡
が 増 加 し た ｡ ク ロ
が 急 速 に 起 こ り ､
し て メ タ ノ ー ル 中
の み が 起 こ っ た ｡
分 解 も い ず れ も あ
100
ロ
0
'
a
也
N
一
己
”
日
CI
. 盟
-
0
0
-
a
cd
pi
′ ヽ
異 性 化 の 割 合 は そ の 後 徐 々 に 減 少 し ､ 分 解
ロ ホ ル ム 中 ( A ) で は 異 性 化 と 分 解 の 両 反 応
2 日 後 に は は と ん ど 全 て 分 解 し た ｡ そ れ に 対
( △ ) . で は 異 性 化 は は と ん ど 起 こ ら ず ､ 分 解
n - プ ロ ピ ル エ ー テ ル 申 ( ㊨ ) で は 異 性 化 も
ま り 進 行 し な か っ た ｡
さ
B 50
O
ヨ
勺
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h
CLl
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I
I
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l
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-
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Tim e(d)
Fig. 15. Ef fe cts of s olv e nts o n t he is o m e riz atio n a nd
de c o mpo sit io n of Z ,E-- 13 - LOO H■unde r ar gon : o . be n zen e;
0 . a -'pr op ylethe r; A , m etha n ol; A , ch lo r ofo r m.
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異_ー盤上 地 艶 _響
異 性 化 が 急 速 に 起 こ る ベ ン ゼ ン お よ び 異 性 化 の 起 こ り に く い
n
- プ ロ ピ ル エ ー テ ル を 溶 媒 と し て 用 い ､ Z, E - 1 3- L O O : の異 性
化 と 分 解 に 対 す る 共 存 ガ ス の 影 響 を 調 べ た ｡ い ず れ の 溶 媒 で も
窒 素 雰 囲 気 下 の 結 果 は ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 の も の と 同 様 で あ っ た
(F ig . 1 6) ｡ 一 方 ､ 空 気 お よ び 酸 素 雰 囲 気 下 で は ､ 酸 素 の 影
響 が 顕 著 に 現 れ た ｡ ベ ン ゼ ン 溶 液 で は ､ 酸 素 の 有 無 に か か わ ら
ず 異 性 化 の 初 期 速 度 は ア ル ゴ ン 中 ( ○) や 窒 素 中･( ㊨ ) と は ば
同 様 で あ っ た ｡ し か し 分 解 反 応 は 酸 素 の 存 在 で 促 進 さ れ ､ 1 日
後 に は Z , E - 1 3- L O OⅡは は と ん
も 急 速 に 分 解 し た ｡ n - プ ロ
す る (△ ､ 空 気 ; A ､ 酸 素 )
が 促 進 さ れ た ｡
【C6㌔】
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ど 消 失 し ､ そ れ 以 降 異 性 化 生 成 物
ピ ル エ ー
.
テ ル 溶 液 で は 酸 素 が 存 在
と ､ 異 性 化 お よ び 分 解 の い ず れ も
[n - Pr2
0]
;=i
F
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Fig. 1 6,. Ef fe cts of ga s pha s e o nthe is om e riz at io n a nd
de co mpo si t io n of Z, I - 1 3- L o 告 in be n zen e or n - pr.o p ylet he r.
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異 性 化 に 対 す_る 旦__壁_T__塞_ 姐 旦 ⊥ 旦+ 史_曳+三一旦 且 響
ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で Z, E - 1 3- L O O I のベ ン ゼ ン 溶 液 に ラ ジ カ ル
捕 捉 剤 で あ る but yl ated hydr o xyto lu e n e ( B H T) を 添 加 す
る ( ㊨) と ､ 異 性 化 は 完 全 に 抑 制 さ れ た が 分 解 は 生 じ た (Fig.
1
.
8 ) . 異 性 化 反 応 の 進 行 し に く い n - プ ロ ピ ル エ - テ ル 溶 液
に ラ ジJカ ル 開 始 剤 で あ る α , a - a z ob isi s obuty r o ni tri le ( A I
B N) を 添 加 し た ( A ) が ､ 異 性 化 反 応 は 促 進 さ れ ず 分 解 の み
が 促 進 さ れ た ｡
OM
(C ‖3)3C ＼ミ
.i
CH3
B ‥T
C(C H3)3
M ≡ c -
?H3
C - N = N -
t
C H3
AIB N
?H3
C - C苧 N
I
C H3
Fig. 17. S tr u ctu r es of butylated hydr oxytolu e n e(B H T) a nd
α .ct- a z ob isis obu tylo nitri le (A = B N) .
異 性 化 に 対 す る Z, E - 1 3- LOO‡ の 濃 度 の 影 響 を 窒 素 雰 囲 気 下 に
お い て 1 0か ら1 0 0n軸の 濃 度 範 囲 で 調 べ た が ､ s in gleto n が 報 告
し た よ う な 濃 度 依 存 性 3 8 ) は 認 め ら れ な か っ た o
Z, E - 13 - LO OⅡ の ベ ン ゼ ン 溶 液 を ア ン プ ル に 入 れ ､ 脱 気 (5. 0
× 1 0
- 4･ n nEg) し て 封 入 し ､ 5 0 oC に 加 熱 す る と 異 性 化 は 起 こ
っ た が ､ ア ル ゴ ン 写 囲 気 下 よ り も 少 な か っ た ｡ Z, E - 13 - ､L OO Eを
ア ン プ ル に 入 れ ア ル ゴ ン 下 に 封 入 し て ､ 液 体 窒 素 申 ( - 1 g 5. 8
b
c) に 保 管 す る と 2 ヶ,月 後 で も 数 % し か異 性 化 を 起 こ さ ず ､ し
か も 僧hと ん ど 分 解 し て い な か っ た o
- 22-
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第 3 節 考 察
c ha nら は T) ノ ー ル 酸 メ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド が 酸 素 存 在 下
で は 異 性 化 を 起 こ す が ､ 嫌 気 的 条 件 下 で は 異 性 化 を 起 こ さ な い
と 報 告 し て い る 2 8) ｡ し か し 著 者 は リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ
シ ･ド の 安 定 性 は 溶 媒 や 共 存 ガ ス に よ っ て 複 雑 な 影 響 を 受 け る こ
と を 見 い 出 し た ｡
z, E - 13 - L O O‡ は ベ ン ゼ ン 溶 液 中 で は ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で も
E, E - 9 - LO O‡お よ ぴ E , E - 1 3- L O O : に異 性 化 し た . 同 様 に E , E - 13 -
LO OⅡを 処 理 す る と E, E - 9 - L O OⅡに 異 性 化 し た ｡ し か し E E異 性 体
か ら E Z 異 性 体 へ の 変 化 は 観 葉 さ れ な か っ た ｡ こ れ ら の 実 験 結
果 お よ び po rt e rら
4 8 ) な ど か ら リ ノ
え た (F ig . 1 9 )
て 生 成 し た ペ ル オ
ペ ン タ ジ ェ ニ ル ラ
に よ り 検 討 さ れ た 異 性 化 に つ い て の 機 構 3 9､
- ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ ン ド の 異 性 化 機 構 を 考
. ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 水` 素 引 き 抜 き に よ っ
キ シ ラ ジ カ ル ① か ら 酸 素 が 脱 離 し て 生 成 す る
ジ カ ル に は ② お よ び ③ が 考 え ら れ る ｡ ラ ジ カ
ル ② の 9 位 に 酸 素 が 付 加 す る と ペ ル オ キ シ ラ ジ カ ル ⑥ が 生 成 し ､
再 び 酸 素 の 脱 離 お よ び 1 3位 へ の 付 加 を 経 て ラ ジ カ ル ⑥ が 生 成 す
る ｡ ラ ジ カ ル ⑥ お よ び ⑥ が 他 分 子 か ら 水 素 を 引 き 抜 く と ､ そ れ
ぞ れ E , E - 9 - L O O甘お よ び E, E - 1 3- L O O Iが 生 成 す る o 今 回 生 成 が 確
認 さ れ な か っ た E, Z - 9 - L O Ol は ラ ジ カ ル ⑧ か ら 生 成 す る と 考 え ら
れ る が ､ ⑧ へ は ラ ジ カ ル ③ ま た は ⑦ を 経 由 し な け れ ば な ら な い ｡
し か し ① 一 ③ ま た は ⑥ 一 ⑦ と い う 変 化 は 立 体 化 学 的 に は 起 こ り
に く い,と考 え ら れ る ｡ こ れ は ニ ュ ー マ ン 式 投 影 図 を 用 い た F ig.
2 0 に 示 さ れ る よ う に ､ ラ ジ カ ル ① か ら の 酸 素 の 脱 離 に お い て ､
ラ ジ カ ル ③ へ の 反 応 は ② へ の 反 応 と 比 較 す る と ア ル キ ル 基 R l
と 二 重 結 合 炭 素 鎖 と の 立 体 障 害 が あ る た め 進 行 し に く い と 考 え
ら れ る ｡
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Fig . 20. A New m a n
'
s pr oje ctio n of r ad ic al ① ･
炭 素 ラ ジ カ ル と 酸 素 と の 反 応 は ほ ぼ 拡 散 律 速 で あ る こ と が 知
ら れ て お り 4 1 〉､ さ ら に E. , Z - ペ ン タ ジ ュ エ ル ラ ジ カ ル は 約 1 7 0
o
K 以 上 の 温 度 で E, E - ペ ン タ ジ ェ ニ ル ラ ジ カ ル に 変 わ り 得 る が ､
逆 の 変 化 は 4 2 0oK と い う 高 温 で さ え 起 こ ら ず 熱 力 学 的 に 大 き
な 違 い が あ る こ と J 2 ) が 報 告 さ れ て い る ｡ 従 っ て E , Z - ペ ン タ ジ
ュ エ ル ラ ジ カ ル が E, E - ペ ン タ ジ ェ ニ ル ラ ジ カ ル に 直 接 異 性 化 す
る 可 能 性 は 考 え ら れ る が ､ E, E - ペ ン タ ジ ェ ニ ル ラ ジ カ ル が E, Z -
ペ ン タ ジ ェ ニ ル ラ ジ カ ル に 直 接 異 性 化 を 起 こ す こ と は 考 え に く
い ｡ 本 研 究 に よ っ て 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド が 嫌
気 的 条 件 下 で も 異 性 化 反 応 を 起 こ す こ と を 明 ら か に し た ｡ こ の
結 果 よ り 一 度 切 断 さ れ た 酸 素 は た だ ち に 溶 媒 中 に 拡 散 し て し ま
う の で は な く ､ あ る 程 度 溶 媒 に よ る か ご 効 果 (c age effe ct )
が あ り ペ ン タ ジ ェ ニ ル ラ ジ カ ル の 付 近 に 留 ま っ て い る と 考冬 ら
れ る ｡′
異 性 化 は ベ ン ゼ ン お よ ぴ ク ロ ロ ホ ル ム 中 で は 急 速 に 起 こ る が ､
メ タ ノ , - ル お よ び n - プ ロ ピ ル エ - テ ル 中 で は 遅 い こ と が 見 い
出 さ れ た ｡ Cha nら
が ､ 今 回 の 結 果 か
か っ た ｡ た だ し ク
知 ら れ て お り 4 3 )､
は 溶 媒 の 極 性 が 異 性 化 に 関 連 す る と 示 唆 し た
ら は 単 純 に は そ の よ う な 関 連 は 見 い 出 さ れ な
ロ ロ ホ ル ム は ラ ジ カ ル を 生 成 し や す い こ と が
分 解 と 異 性 化 の 両 者 が 急 速 に 起 こ る の で は
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な い か と 考 え ら れ た ｡ し か し ベ ン ゼ ン 中 で 異 性 化 が 急 速 に 進 行
す る 理 由 に つ い て は 明 ら か に で き な か っ た ｡ メ タ ノ ー ル は ヒ ド
ロ ペ ル オ キ シ ド と 反 応 し 得 る 4 3 ) の で ､ 異 性 化 反 応 よ り も 分 解
が 優 先 し て 進 行 し た も の と 思 わ れ た ｡ こ の よ う な 要 因 を 含 め て
考 え る と ､ や は り 非 極 性 溶 媒 中 で は 異 性 化 が 起 こ り や す い と 考
え ら れ た ｡
n - プ ロ ピ ル エ ー テ ル 中 で は 異 性 化 や 分 解 が 遅 い の で ヒ ド ロ
ペ ル オ キ シ ド の 貯 蔵 用 溶 媒 と し て 薦 め ら れ る ｡ し か し ヒ ド ロ ペ
ル オ ヰ シ ド を 液 体 窒 素 中 で 保 管 す る と ､ 溶 媒 を 用 い な く て も 数
カ 月 間 ほ と ん ど 異 性 化 お よ び 分 解 を 起 こ さ ず に 保 持 で き た ｡ 従
来 の 希 釈 溶 液 に し て - 2 0 ℃ に 保 存 す る 方 法 に 比 べ て ､ 液 体 窒
素 を 用 い る こ の 方 法 は 簡 便 で 効 率 の よ い も の と 考 え ら れ る ｡
Z, E - 1 3- L O O Ⅱは n 一
件 下 で は 異 性 化 を 起 こ
行 す る の で ､ 酸 素 に よ
ラ ジ カ ル 捕 捉 荊 で あ る
化 が 抑 制 さ れ る 事 実 は ､
プ ロ ピ ル エ ー テ ル 溶 液 に お い て 嫌 気 的 条
さ な い が ､ 酸 素 の 存 在 下 で は 異｢性 化 が 進
り 異 性 化 が 促 進 さ れ る こ と は 確 実 で あ る ｡
B H T の添 加 に よ り Z , E - 1 3- L O O拝 の 異 性
こ の 異 性 化 反 応 が ラ ジ カ ル 反 応 で あ る
こ と を 示 唆 し て い る ｡ 嫌 気 的 条 件 下 の n - プ ロ ピ ル エ - テ ル 溶
液 に ラ ジ カ ル 開 始 荊 で あ る A I B N を 添 加 し て も ､ 異 性 化 は 促
進 さ れ ず ､ 分 解 反 応 の み が 促 進 き れ た ｡ こ の こ と は 単 に ア ル キ
ル ペ ル オ ヰ シ ラ ジ カ ル を 生 成 す る だ け で は ､ 直 接 異 性 化 に は 連
結 し な い こ と を 示 し て
- 27-
第 2 章 ビ タ ミ ン E モ デ ル 化 合 物 に よ る リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル
オ ヰ シ ド 捕 捉 反 応
不 飽 和 脂 肪 酸 は 生 体 内 に お い て ､ り ん 脂 質 の 成 分 と し て 生 体
膜 .の 主 要 な 構 成 要 素 を な し て い る ｡ 現 代 分 子 生 物 学 で は 正 常 な
生 命 活 動 の 維 持 の 根 源 を ､ 細 胞 や 細 胞 内 小 器 官 を 区 画 し て い る
生 体 膜 に あ る と い う 考 え も あ る ｡ 生 体 膜 は 内 外 を 隔 て る コ ン パ
ー ト メ ン ト と し て の 役 割 に と ど ま ら ず 膜 自 身 に 多 様 な 能 力 を 保
有 す る ｡ し か し そ の 成 分 で あ る 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 が 酸 化 さ れ る
と ､ 生 体 膜 が 損 傷 を 受 け て 円 滑 な 機 能 の 発 揮 に 支 障 を き た し た
り ､ 他 の 生 体 成 分 と 容 易 に 反 応 す る ラ ジ カ ル や 二 次 産 物 に 分 解
し て ､ 細 胞 さ ら に は 組 織 に 傷 害 を 与 え る と 考 え ら れ て い る 4 4 )0
生 体 内 に お い て 強 い 抗 酸 化 性 や ラ ジ カ ル 捕 捉 性 を 示 す 化 合 物
と し て ビ タ ミ ン E ( α - t o c opber ol ) や チ オ ー ル 化 合 物 が 知 ら
れ て い る ｡ こ の ラ ジ カ ル 捕 捉 反 応 の 機 構 を 解 明 す る た め ､ ビ タ
ミ ン E ま た は そ の モ デ ル 十ヒ 合 物 と 過 酸 化 脂 質 と の 反 応 に お け る
生 成 物 の 分 析 が 試 み ら れ て き た 4 5
‾ 4 7 )
. し か し 反 応 の 複 雑 さ ､
原 料 過 酸 化 脂 質 の 精 製 の 困 難 さ お よ び 不 安 定 さ な ど か ･ら 生 成 物
の 単 離 お よ び 構 造 の 決 定 は 一 部 し か 達 成 さ れ て い な い o そ の な
か で 最 も 詳 し く 検 討 さ れ て い る の は Fe(Ⅲ )の 存 在 下 T) ノ ー ル 酸
ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド と シ ス テ イ ン と の 反 応 で あ る 2 2
‾ 2 4 )
. そ の
反 応 機 構 は Fig . 2 1 に 示 す よ う1に 酸 素 の 有 無 に よ っ て 経 路 が 大
き く 異･な る (実 線 が 酸 素 存 在 下 ､ 破 線 が 酸 素 不 在 下) ｡ こ の 反
応 で は ま ず シ ス テ イ･ン に よ る Fe(Ⅲ )の 還 元 か ら Fe(Ⅱ )が 生 成 し ､
ヒ ド ロ ペ ')U オ ヰ シ ド が 分 解 さ れ る . 嫌 気 的 条 件 下 で は テ イ ル ラ
ジ カ ル ( C y S ･ ) は ､ 生 成 す る ア ル コ キ ン ラ ジ カ ル ( L 0 ･ )
を 捕 捉 し て 付 加 物 ( c y s L 0) を 生成 す る ｡ し か し 酸 素 が 存
- 28-
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在 す る と チ イ ル ラ ジ カ ル は 酸 素 と 反 応 し て ､ ア ル コ ヰ シ ラ ジ カ
ル は 捕 捉 さ れ な い ｡
ビ タ ミ ン E は 生 体 膜 に お け る 脂 質 過 酸 化 を 防 落 す る 物 質 と し
て 知 ら れ て い る 4 8 ,｡ 従 っ て ビ タ ミ ン E が ラ ジ カ ル を 捕 捉 す る
機 構 に つ い て は か な り 注 目 さ れ て い る ｡ し か し ビ タ ミ ン E が い
か な る 機 構 で 脂 肪 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド と 反 応 し ､ ど の よ う な
化 合 物 が 生 成 す る か に つ い て の 報 告 は は と ん ど な く ､ 生 成 物 を
確 実 に 単 離 し た 報 告 は 一 例
ま た は Fe(Ⅲ )の 存 在 下 で リ
(異 性 体 の 混 合 物 ) と ビ タ
応 さ せ る と ､ シ ス - お よ び
し か な い ｡ そ の 報 告 で は 窒 素 中 ､ 光
ノ ー ル 酸 メ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド
ミ ン E ま た は そ の モ デ ル 化 合 物 を 反
ト ラ ン ス - エ ポ キ シ 型 付 加 物 (
e po xy chr o m a n o xy - o ctad e c e n o ate s) が 生 成 す る こ と が 見 い 出 さ
れ て い
'
る (Fig . 2 2) 2 = ｡ 著 者 は リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ
-r29-
シ ド の 異 性 体 を 精 製 し て ビ タ
い ､ 生 成 物 を 単 離 同 定 す る こ
て の 知 見 を 得 よ う と 試 み た ｡
R (Rl)
ズ♂ ㌧ ゴ /Rl(R,
(15-LO H/ 9-LOO M,
I 83:1 7)
Rl
ミ ン E モ デ ル 化 合 物 と の 反 応 を 行
と に よ っ て ､ そ の 反 応 機 構 に つ い
HO
R2
i) o r
FeC1
3
C H
3
0 E′ t72
R(Rl)
F ig. 22. S tr u ctu r e s of ad d itio n pr odu cts
bydr ope r ox土de a nd v土ta m土n E o r 土七s m odel
(2,2,5,7 ,8 - pe nta m et hylchr o m a n- 6 - o1).
Rl(良)
R2
R2
R = -(CH2)4C H3
Rl
; -(CH2)7C OCH3
R2
= -CH3 0r
-C1 6H33
oモ 1in olei? a cid
c o mpo u nd
【H. W . Ga rdn e r, K . Esk in s, G . W . Gr a m s a nd
G . I . 工n glet t, Lipi ds . ヱ′ 3 24 (1 9 72) 】
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第 1 節 リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド と ビ タ ミ ン E モ デ ル 化
合 物 と の 反 応
ダ イ ズ リ ポ キ シ ゲ ナ ー ゼ 1 1 に よ っ て 作 製 し た Z, E - 1 3- L O O K
を メ タ ノ ー ル に 溶 解 し て 4
oC に 冷 却 し ､ ア ル ゴ ン を 通 じ な が ら
ビ タ ミ ン E の モ デ ル 化 合 物 (2 , 2 , 5 , 7 , 8 - p e nt a m et hylcb r o m an - 6 -
o1) お よ び 過 塩 素 酸 第 一 鉄 を 添 加 す る と ､ す み や か に 反 応 が 進
行 し ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド は 減 少 し た ｡ 2 0 分 後 の 反 応 混 合 物 を
H P L C で 調 べ る と Fig. 2 3 に 示 す よ う に 多 数 の ピ ー ク が 観 察
さ れ た の で ､ こ れ ら の ピ ー ク の 分 離 を 試 み た o ま た ビ タ ミ ン E
モ デ ル 化 合 物 (Fig . 2 3 に お け る S M)
て い た が ､ ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の ピ ー ク
は 全 く 確 認 で き な か っ た ｡
′ ヽ
l
暮
I
ヽ
■
.∫
巨
⊂〕
の
N
一
口
⊂:
ロ
慧T
C) ヽ - ′
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I
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I I
ⅤⅠ
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I ⅤⅠⅠⅠ
ⅠⅠ
A
ⅤⅠⅠ
は 反 応 混 合 物 中 に 残 っ
( 保 持 時 間 ; 3 4. 5分)
Ⅴ
Fig. 23.
m土Ⅹtu r e
0 10 20 50 LJO 50
Tlm e(mln)
High pe rfo r m a n c eliquid chr o m atogra ms of the r e a ctio n
r e s ulting fr om the ad d i t io n of Fe(= =) to a mixtu r e of
z
,ち - 1 3⊥LO Ofl a nd 2 ,2, 517,8 - pe nta m ethylchr om a n- 6 - ol in m ethan ol
u nde r a rgo n･ SM 1 212(5(718
- pe nta m ethylchr om an - 6 - o l･
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ま ず 反 応 混 合 物 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム で 分 画 し ､ さ ら に 分 取 用
班 P L Cカ ラ ム を 伺 い て 精 製 し た ｡ 単 離 同 定 さ れ た 生 成 物 を
Fig . 2 4 に示 し た ｡ 反 応 混 合 物 に は 原 料 ヒ ド ロ ペ ル オ キ ン ド は
残 っ て い な か っ た が ､ ビ タ ミ ン E モ デ ル 化 合 物 は 約 3 0 % 回 収
さ れ た ｡
0 0 H
R;
R2
Fe(= =)
●
＋
H O
C H
3
0王Ⅰ
｡ ポ R, . RI M R,
R
IA&R2
. Rljb
R;
O H
fh
o c H3
Ⅲ
L
R
:2 . R`
Ⅵ
GH20C H3
Ⅶ Ⅶ
鞍㌔2
R2
R
l
< F
3(
CH
2)4
一
手
R
2
宅 -(C H2)7
C ∞E∫
R
3
C>2,2′5,7,8 - pe nta met hylchr on a noxy･
F ig. 24. S tr u cttl r e S Of pr odu cts fr o m the r e a ct ion of Z ,E -
1 3- LOO flwi t h 2
, ,
5,7,8- pe nta m ethylchr o m a n- 6 - ol in t he
pr es en ce of Fe(==).
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第 2 節 生 成 物 の 構 造 決 定
エ ポ キ シ 型 付 加 物
ピ ー ク Ⅰ の 化 合 物 は メ チ ル エ ス テ ル に 変 換 し て ､ H P L C[
Mic r oP ak Si - 10 ; ヘ キ サ ン / エ ー テ ル (97 . 5 ･. 2 . 5､ Ⅴ/v)] を
用 い る と ､ 3 個 の 分 画 ( ∫ a , I b, I c ) に 分 離 さ れ た (
F ig . 2 5 ) ｡
Ia
巨
寸
M
～
＋J
⊂〉
(D
U
⊂
⊂!
.【⊃
L
Cl
∽
J⊃
a
Ib
Ic
qO 50 60
Tl柑e(mュn)
F ig. 25･ Sepa r ation of m ethyl epo xy(pe nta m ethylchr o m a n o xy)
-
o ctade c e n o ate s by high pe rfo r m anc e l iqui d chr o n atoqr aphy･
各 分 画 の ス ペ ク ト ル デ ー タ を Tabl e Ⅲ に 示 し た o い ず れ の 分
画 も U V ス ペ ク ト ル に お い て 2 8 3 お よ ぴ 2 8 9 n mに 吸 収 を 示 し､
タ ロ マ ノ キ シ 基 の 存 在 が 示 唆 さ れ た ｡ ま た M S で珊/e 5 2 8 に 分
子 イ オ ン ピ ー ク を 示 す こ と か ら ､ こ れ ら は n et hyl ep o xy
-
-33-
Tab le == =
yields a nd spe ctr al data o f m ethyl e poxy(pen tam et hy ト
chr o ma no x y)oc tade c e n oate s ｡
R* R之 終 R2 終 R2 終 R2
la Ib lc
Yield(%)
uvAEt.olttn m(6)
IR(CCl.)c m
- I
M Sm/e
1Il･N M R
(C D Clユ)p pm
H･9a nd 10
H-ll
H-12
H･1 3
4.6
2g3sh(2460)
289 (2 770)
1745(C - 0)
970(E- ole点n)
900(tra m s- epo xide)
528(M
＋
)
428(M ' - C E3(C H2)4C H O)
415(M
十
- c H3(C H2)4CIH
o
j:H)
5.5S(m, 2印
4.40(dd, 0.75H,I- 8.3, 4.9flz)A)
3.87(dd, 0.25 H,J= 5.8, 5.6 H2:)a)
2.93(dd, 1Ⅰ1,J- 4.9, 2.2 Hz)
2.69(rn, l H)
】.2
283sh(2270)
289(2640)
1745
895
528
428
415
5.53(m ,2 H)
4.25(d d, l H,J - 8.7,
6.3 Hz)
3.05(d d, 1B, J; -6.3,
2.2 Hz)-
2
.
80(dt,1H,J 買 5.6,
2.2 Hz)
2.I
283sb(2420)
289 (2700)
I 74 5
970
895
528
428
41 5
5.52(m , 2 H)
3.81(dd,1 H, J=〒6.4,A
6.2 Hz)
3.04(dd, 1 H, J; ‡6.2,
2.3 Hz)
2.79(dt, l H,J= 5.7,
2.3 I血)
R
l
≡ CtI3(C Bユ)4 -; Rz - 1C t71)7COOC H3;R O- 2,2,5,7,8- pent am elhy chrom a rlO Xy･ a) Z･/E･ ole血 - 3:1･
(p e nt a.n-e t hylchr o ma n o xy)o ctad e c en o at e ( Ⅰ ) と 考 え ら れ た .
ま た 1 H一- N M R にお い て ∂ 2. 6g - 3 . 0 0の エ ポ キ シ ド プ ロ ト ン
の シ グ ナ ル が 2. 2 - 2. 3 Ⅱz の 結 合 定 数 を 示 す こ と か ら ､ こ れ ら
の 生 成 物 が ‾ト ラ ン ス エ ポ キ シ ド を 含 む 49) こ と が 確 認 さ れ た .
各 生 成 物 申 の エ ポ キ シ 環 ､ 二 重 結 合 ､ ク ロ マ ノ キ シ 基 の 位 置 は
M S にお け る フ ラ グ メ ン テ ー シ ョ ン パ タ ー ン お よ び 1 H I N M
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R に お け る デ カ ッ プ リ ン グ 実 験 な ど に よ っ て 決 定 し た ｡ ま た
1 H - N M R にお い て オ レ フ ィ ン プ ロ ト ン は 重 複 し て お り ､ 結
合 定 数 の 解 析 は で き な か っ た ｡ し か し I R にお い て E 二 重 結 合
に よ る 6 C H( 面外) が 9 7 0c Tn- 1 に 観 察 で き る か 否 か に よ り E
- z 異 性 を 決 め る こ と が で き た ｡ す な わ ち 分 画 I b は Z 異 性 体 ､
I c は E 異 性 体 で あ り ､ I a は 97 0 c m- 1 の 吸 収 を 示 す が ､ そ の
強 度 が 弱 く E 異 性 体 と Z 異 性 体 と の 混 合 物 で あ る と 考 え ら れ た ｡
二 重 結 合 に 隣 接 す る メ チ ン プ ロ ト ン ( ク ロ マ ノ キ シ 基 の 付 け 根)
の シ グ ナ ル
.
は Z 異 性 体 ( I 也 ) と E 異 性 体 (
れ 6 4. 2 5と 3 . 8 1 に分 離 し て 観 察 さ れ る ｡ 分 画
シ グ ナ ル は 6 4 . 40 と 3. 8 7に 観 察 さ れ ､ 各 ピ ー
分 画 I a ぱ E / Z 比 が 1 : 3 の 混 合 物 で あ る
エ
ノ
辛
は
ク
I c ) で ､ そ れ ぞ
I a に お け る 相 当
ク 面 積 の 積 分 か ら
こ と が 判 明 し た ｡
ポ キ シ 型 付 加 物 I b､ Ⅰ c と I a と の 違 い は 1 1位 - の ク ロ マ
キ シ 基 が 付 加 す る と き の 方 向 の 違 い に よ る ｡ 1 1位 の ク ロ マ ノ
シ 基 と 1 2位 の エ ポ キ シ 基 と の コ ン ホ メ ー シ ョ ン (立 体 配 座)
1 H - N M Rに お け る 結 合 定 数 の 値 5 功, 5 1 )お よ び シ リ カ ゲ ル
ロ マ ト グ ラ フ イ ー に お け る 移 動 速 度 5 2
‾ 5 4 )か ら ､ . 分 画 I a は
エ リ ス ロ ( e ryt hr o) 異 性 体 で あ り ､ 分 画 I b と I c は ス レ オ
(t hr e o ) 異性 体 で あ る と 考 え た ｡ 以 上 の 結 果 よ り, I
a は
7n et hyl tr a m s- 12, 1 3- epoxy - e rythro - ll -(2, 2, 5, 7, 8- penta -
m et hylchr o n a n oxy 卜9 - o ctade c e n o at e の .( 9 E) 異 性 体 と
( 9 Z) 異 性 体 の 1 : 3 の 混 合 物 ､ I b は m et hyl (9Z) - tr a n s-
1 2, 1 3
-
ep o xy
- thr eo - 1 卜 (2, 2 , 5, 7, 8 - p e nt a m et hylcJhr o m a n o xy) -
9 - o ctad e c e n o at e ､ I c は m et hyl (9E) - t r a m s- 12, 1 3- epo xy -
thr e o- ll - (2, 2 , 5 , 7 . 8 - p e nt a m et hylc hr o m a n o xy) - 9 -
o ctad e ce n oate で あ る こ と を 明 ら か に し た ｡
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ヒ ド ロ ヰ シ メ ト キ シ 型 付 加 物
H P L Cに お い て 1 8 - 3 3分 で 溶 出 す る 分 画 か ら エ ポ キ シ 環 を･.
含 ま な い 付 加 物 が 単 離 さ れ た ｡ こ れ ら の 生 成 物 は 全 て 水 酸 基 (
I R によ っ て 確 認 ) ､ メ ト キ シ 基 (1 Ⅲ - N M R) ､ ク ロ マ ノ キ
シ 基 ( U V) お よ び 二 重 結 合 (1 H - N ” R) を 含 む 脂 肪 酸 誘 導
体 で あ っ た (Tabl e Ⅳ ) ｡ こ れ ら の メ チ ル エ ス テ ル は 全 て M S
に お い て m/e560 に 分 子 イ オ ン ピ ー ク を 示 す こ と か ら ､ Ⅰ の エ ポ
キ シ 環 が 溶 媒 の メ タ ノ ー ル に よ っ て 加 溶 媒 分 解 を 受 け た 化 合 物
で あ る と 推 定 さ れ た ｡ こ･ れ ら の ト リ メ チ ル シ リ ル ( T M S) 化
誘 導 体 の M S が m/e 173 [C H3(C Ⅱ2)4 C ‡(OTM S) ] の フ ラ グ メ ン ト
イ オ ン ピ ー ク を 示 す こ と か ら ､ こ れ ら は 1 3位 に 水 酸 基 が 付 い て
い る こ と ･ が 判 明 し た . I R にお け る 9 7 0- 9 8 0c n
‾ 1 の 吸 収 お よ び
1 H - N ” R に お け る オ レ フ ィ ン プ ロ ト ン の 結 合 定･数 (15. 3 -
15. 6 Ez ) か ら 全 て の 生 成 物 が E - オ レ フ ィ ン で あ る こ と が 確
認 さ れ た o Ⅱ a ､ Ⅲ a ､
】
Ⅳ に つ い て 1 H - N M R のデ カ ッ プ リ
ン グ 法 お よ び 結 合 パ タ ー ン の 分 析 か ら 各 分 子 中 の 9 位 か ら1 3位
の プ ロ ト ン の シ グ ナ ル を 帰 属 す る こ と が で き た (Tabl e Ⅳ) 0
す な わ ち Ⅱ a は 9 - エ ン ､ Ⅲ a は 1 0 - エ ン そ し て Ⅳ は 1 1- エ ン
化 合 物 で あ っ た o Ⅱ a と Ⅲ a は n/e 4 1 5[ M
'
- C R3(C江2) -
c 耳(O I)C Ⅱ(OC ‡3)] に フ ラ グ メ ン ト イ オ i, ピ ー ク を 示 す の で ､ .12
位 に メ ト キ シ 基 が 付 加 し た も の で あ り ､ Ⅳ の T M S化 誘 導 体 は
n/e 243 [C ‡3 1 (C技2)4CⅡ(O T M S)C I= C Ⅱ(O C技3)] の フ ラ グ メ ン ト
イ オ ン ピ ー ク を 示 す の で ､ 1 0位 に メ ト キ シ 基 が 付 加 し て い る ｡
こ れ ら の 結 果 か ら Ⅱ a は (9E) - 1 3- hydr o xy - 12 - m et ho x y - 1 卜
(2 , 2 , 5 , 7 , 8 - p ent a 7n ethylch r o n a n o xy) - 9 - o cta de c e n oic a ci d で ､
Ⅲ a は (1 0E) - 1 3- hydr oxy - 1 2- m etho xy - 9 - (2, 2 , 5, 7, 8 - pe nta -
m et hylch r o m a n o xy) - 1 (卜o ct ade c e n oi c a ci d で､ Ⅳ は (11E卜1 3
-
-36-
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1 卜 o ct ad e c e n oic a cidと 決 定 さ れ た ｡ さ ら に Ⅱ a お よ び Ⅲ a に
は 立 体 異 性 体 と 考 え ら れ る 化 合 物 が そ れ ぞ れ 2 種 類 づ つ 得 ら･れ
た が ､ ス ペ ク ト ル ヂ - タ の み か ら で は そ の 立 体 化 学 的 帰 属 は で
き な か っ た ｡
の 生
付 加 体 以 外 の 生 成 物 と し て は ､ 従 来 か ら 知 ら れ て い る リ ノ -
ル 酸 の ヒ ド ロ キ シ 体 ( Ⅴ ) ､ オ キ ソ 体 ( Ⅵ )
モ デ ル 化 合 物 の パ ラ ヰ ノ ン 型 の 化 合 物 ( Ⅶ )
ク ロ マ ノ ー ル の 5 位 の メ チ ル 基 の 水 素 が メ
た 化 合 物 ( Ⅷ ) も 得 ら れ た (F ig . 2 6) 0
0 =
CH3(CH2)4
0
OH
(C H2)7COOH
CH3( CH2)i
HO
お よ び ビ タ ミ ン E
が 得 ら れ た ｡ ま た
ト キ シ 基 に 置 換 さ れ
( CH
2
)
7
COO =
Ⅵ
H20CH3
Ⅶ Ⅶ
Fig･ 2 6･ Stru ctu r e s of pr odu cts othe r tha n ad du cts pr odu cts
of Z,E - 1 3- LOO K a nd 2,2,5,7,8- pe nta m ethylchr o m a n- 6 - o 1.
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第 3 節 捕 捉 反 応 へ の 気 相 の 影 響
ビ タ ミ ン E モ デ ル 化 合 物 に よ る ラ ジ カ ル 捕 捉 反 応 に 対 す る 酸
素 の 影 響 を 調 べ る た め 空 気 中 に お け る 反 応 を 行 い ､ 酸 素 の 有 無
に お け る 生 成 物 の 種 類 お よ び 収 率 の 相 違 を 調 べ た ｡ Table V に
示 す よ う に 生 成 物 の 種 類 に つ い て は ､
も 同 様 で あ っ た o 収 率 は リ ノ ー ル 酸 ヒ
ミ ン E モ デ ル 化 合 物 と の 付 加 物 ( I )
ル オ キ シ ド 由 来 生 成 物 ( Ⅴ ) ､ (Ⅵ )
ロ ペ ル オ ヰ シ ド 豊 か ら 算 出 し ､ ビ タ ミ
成 物 ( Ⅶ ) ､ ( Ⅷ ) は 使 用 し た ビ タ ミ
い ず れ の 条 件 下 に お い て
ド ロ ペ ル オ キ シ ド と ビ タ
- ( Ⅳ ) お よ び ヒ ド ロ ペ
に 関 し て は 使 用 し た ヒ ド
ン E モ デ ル 化 合 物 由 来 生
ン E モ デ ル 化 合 物 量 か ら
算 出 し た ｡ ア ル ゴ ン 気 流 下 の 反 応 で は 付 加 物 の 収 率 は エ ポ キ シ
壁 ( i ) と 開 裂 型 ( Ⅱ ) - (Ⅳ ) の 両 者 を 合 計 す る と 約 3 0 %
で あ っ た ｡ 酸 素 の 存 在 下 で も 付 加 物 の 収 率 や 生 成 物 の 種 類 に つ
い て は ア ル ゴ ン 中 で の 反 応 と 大 き な 差 異 は 認 め ら れ な か っ た ｡
Tab le V
Y ields of r e a ctio n pr odu cts of Z, I - 13- LOO S a nd 2,2 ,5,7,8 -
pe nta m ethylchr om a n- 6 - ol u nde r a rgo n o r air .
ctmosphere
p rodLJCt
8dduct
(V ), (VI) (VI ‖一 (V ff1)(I) (I II- (IV)
ok
0
H R
R1 2
0 0
托L
H H3 R
RI R2
H OCHユ R
RI R2
OCRユ
2
Rl D【肘
良
RI B
OH
2
Rl
HO
”20CHユ
0
Croon 7.9 Z 22.6 ‡ 1 0.5 王 9.1‡
81r 5.7 ‡ 2 0.2 ‡ 5.8 ‡ 19.6 Z
R1-CHコ(Cr12)A- ) 尺2→ -(C”2)7亡00H) RO-2,2-5,7,8- pentc methylchroqx)noxy.
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第 4 節 考 察
F e(Ⅱ )存 在 下 ､ I) ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド と ビ タ ミ ン E
モ デ ル 化 合 物 を 混 合 す る と ､ epo xy(p e nt a m et hylchr o m a n o xy) -
お よ び hydr o xy m et ho 言y(p e nta m ethyl chr o m a n o xy)o ct ad ec e n oic
a ci ds の よ う な 付 加 物 な ど が 得 ら れ たd こ れ ら の 付 加 物 の 生 成
機 構 を Fig . 2 7 のよ う に 考 え た ｡ ま ず ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド と Fe
(Ⅱ )と が 反 応 し て ア ル コ ヰ シ ラ ジ カ ル を 生 成 す る ｡ こ の ア ル コ
キ ン ラ ジ カ ル は 隣 接 す る 二 重 結 合 に 閉 環 し て Z - ト ラ ン ス ー エ
ポ キ シ ア リ ル ラ ジ カ ル に･ な り ､ こ の ラ ジ カ ル は E - ト ラ ン ス ー
エ ポ キ シ ア リ ル ラ ジ カ ル と 平 衡 に あ る と 考 え ら れ る ｡ こ れ ら の
ラ ジ カ ル に ど タ ミ ン E モ デ ル 化 合 物 か ら の 水 素 引 き 抜 善 反 応 で
生 ず る ク ロ マ ノ キ シ ラ ジ カ ル ( R 3 0 ･ ) が 付 加 し て エ ポ キ シ
型 付 加 体 ( Ⅰ ) が 生 成 す る ｡ 但 し ク ロ マ ノ キ シ 基 の 付 加 す る 方
匙 R2
?
.
A _R2
端 R:
RS R2
/蛋於㌢2貰≠準R 屯 22
ー
Et2
Ⅰ
OCH3
0＼
Rl
Rl
1L
:～
00H
R ～
Fe(ⅠⅠ)
Fe(ⅠⅠ
R2
Rl - C H3(C H手). - , Rユ ニ 1C H2),C OO H,
R
30 - 2･2･5･7･8-penta m ethylchr o m a n-6-o xy IV
Fig･ 2 7･ Po s sib le r e actio n pathw ays fo r the fo r m atio n of
the r ea ctio n pr odu cts .
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何 に よ っ
(F ig . 2
受 け る と
る ｡ エ ポ
付 加 す る
て エ リ ス ロ 体 と ス レ オ 体 の 両 立 体 臭 性 体 が 生 成 し 得 る
8 ) ｡ こ れ ら
ヒ ド ロ ヰ シ メ
キ シ ア リ ル ラ
と 括 弧 内 に 示
か ら は 単 離 さ れ な か っ
ほ さ ら に メ タ ノ ー ル に よ る 加 溶 媒 分 解 を
ト キ シ 型 付 加 体 ( Ⅱ ) - ( Ⅳ ) に 変 化 す
ジ カ ル の 9 位 に ク ロ マ ノ キ シ ラ ジ カ ル が
し た 付 加 物 が 生 成 す る が ､ 反 応 混 合 物 中
た ｡ し か し こ の 付 加 物 の エ ポ キ シ 環 が 開
裂 し た と 考 え ら れ る 生 成 物 ( Ⅲ ) ､ ( Ⅳ ) が 得 ら れ た
反 応 系 に 一 時 的 に は 生 成 し て い る と 考 え ら れ る ｡
H
lいい0 . . .1い･H
こ と か ら
･O R3
J
∫
I. 11
10
R2 - - _ - - ヰ■
H
H p･
～
良
り ′
J
管
O R
B
R2(H H
H
l州 0
R2
e ryt br o
R2
R 七bre o
Fig. 2 8. Pat hw ay pr opo s ed fo r introdu ct ion of ch ir al c e nte r
土n七o ad du c上 (工).
G a rdn e r ら は Fe(Ⅲ )存 在 下 ､ リ ノ ー ル 酸 メ チ ル ヒ ド ロ ペ ル オ
ヰ シ ド ( 異 性 体 の 混 合 物) と ビ タ ミ ン E モ デ ル 化 合 物 と の 反 応
か ら 1 H - N 班 R ス ペ ク ト ル を 基 に し て シ ス - お よ び ト ラ ン ス
- エ ポ キ シ ド を 得 た と 報 告 し て い る 2 5) o 本 実 験 で 著 者 は ト ラ
ン ス - エ ポ キ シ ド の み を 得 た ｡ こ の 差 異 の 理 由 は 明 ら か で は な
い が ､ F ig. 2 9 に示 す よ う に ト ラ ン ス - エ ポ キ シ ド は シ ス ー エ
ポ キ シ ド よ り 安 定 な コ ン ホ メ ー シ ョ ン の ア ル コ キ シ ル ラ ジ カ ル
を 経 て 形 成 す る と 考 え ら れ る の で ､ ト ラ ン ス ー エ ポ キ シ ド の 坐
成 が 優 先
■
し た の で は な い か と 考 え た ｡
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9･
ヽ
■
ex te nded
ヽ
し ヽ ●
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H
川t 川0
H
tr a ms - epo xide
ヽ
H
H
～
～
H
･ 0
Hりり り り ヽ
､ヾ
b土n de r ed
R2
R2
Gis - epoxエde
Fig. 2 9. Pa thw ay s ug ge sted to Gis - o r tr a m s- epoxy aa du cts
through e土亡be r 亡be h inde r ed o r e xte nded c o nfo r m e r s of the
al ko xy r ad ic al.
リ ノ ー ル 酸 の ヒ ド ロ ヰ シ 体 お よ び オ ヰ ソ 体 は ア ル コ キ シ ラ ジ
カ ル の 水 素 引 き 抜 き に よ り 生 成 し ､ パ ラ キ ノ ン 体 や メ ト キ シ ク
ロ マ ノ ー ル の 生 成 は 水 酸 イ オ ン や メ ト キ シ イ オ ン と の 反 応 か ら
生 ず る と 考 え ら れ る ｡
Z
,
E 1 13 - LO OH と ビ タ ミ ン E モ デ ル 化 合 物 と の 反 応 か ら の 生 成
物 は 分 子 状 酸 素 の 有 無 に よ っ て 変 わ ら な か っ た ｡ こ の 結 果 は ク
ロ マ ノ キ シ ラ ジ カ ル に よ る 反 応 は 分 子 状 酸 素 に よ っ て 影 響 を 隻
け な い こ と を 示 唆 し て い る ｡ こ の 知 見 は ビ タ ミ ン E ラ ジ カ ル お
よ び そ の モ デ ル
.
ラ ジ カ ル が 分 子 状 酸 素 と 反 応 し な い と い う E S
R の 観 察 5 5 ) と も 一 致 す る .
ビ タ ミ ン E と と も に 生 体 内 ラ ジ カ ル 捕 捉 剤 と し て 知 ら れ て い
る シ ス テ イ ン な ど の チ オ ー ル 化 合 物 は 酸 素 の 有 無 に よ り 反 応 経
路 に 大 き な 影 響 を 受 け る 5 6) . す な わ ち Fe(Ⅲ )の 存 在 下 ､ リ ノ
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- ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド と シ ス テ イ ン を 混 合 す る と ､ 嫌 気 的
条 件 下 で は ( Ⅳ ) に 相 当 す る 化 合 物
◆
が 得 ら れ る が ､ 空 気 中 で は
リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド 由 来 の ア ル コ キ シ ル ラ ジ カ ル は
シ ス テ イ ン に は 捕 捉 さ れ な か っ た ｡ こ れ ら の 結 果 は ビ タ ミ ン E
と チ オ ー ル 化 合 物
し て い る ｡ チ オ ー
の に 対 し て ､ ビ タ
捉 性 を 発 揮 し 得 る
と の ラ ジ カ ル 捕 捉 反 応 に 差 異 が あ る こ と を 示
ル 化 合 物 は 酸 素 存 在 下 で は そ の 効 力 を 滅 ず る
ミ γ E は 酸 素 の 有 無 に か か わ ら ず ラ ジ カ ル 描
こ と が 判 明 し た ｡
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第 3 章 リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド お よ び 関 連 ア ル デ ヒ ド
の ヒ ト ニ 倍 体 線 推 芽 細 胞 に 対 す る 毒 性
既 に 述 べ た よ う に 過 酸 化 脂 質 は 生 体 に 対 し て 有 害 な 作 用 を 及
ぼ す と 考 え ら れ て お り ､ 種 々 の 疾 患 の 危 険 因 子 と し て 注 目 さ れ
て い る 4 4 )｡ し か し 過 酸 化 脂 質 と 呼 ば れ て い る 物 質 は 多 種 類 の
化 合 物 を 総 称 し て い る 場 合 が 多 い ｡ 過 酸 化 脂 質 の 毒 催 が 脂 質 過
酸 化 反 応 の 一 次 産 物 で あ る ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド に よ る の か ､ ま
た は ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド が さ ら に 酸 化 分 解 さ れ た 二 次 産 物 に よ
る の か に 関 す る 報 告 は ､ 関 心 が 高 い 割 に は 少 な い ｡ 過 酸 化 脂 質
に 関 す る 毒 性 化 合 物 の 解 明 は 病 理 学 的 に も 栄 養 学 的 に も 重 要 で
あ る と 考 え･ら れ る ｡
過 酸 化 脂 質 関 連 化 合 物 の う ち 生 体 に 対 し て 毒 性 が 報 告 さ れ て
い る 化 合 物 と し て は ､ ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド 5 T ､ 5 8 )､ 二 重 体 5
9 )
､
ア ル デ ヒ ド 6 0､ 6 1 )､ ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ァ ル ケ ナ ー ル ( 不 飽 和 ア
ル デ ヒ ド) 6 2 ) お よ ぴ ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ュ ポ キ シ ド
8 3 ) な ど が
あ る ｡
上 述 の 報 告 を 含 め ､ ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド な ど の 毒 性 は ､ 経 口
なJど の 方 法 で 動 物 に 投 与 し て 検 討 さ れ る こ と が 多 か っ た o し か
し 投 与 化 合 物 が 毒 性 を 示 し た と し て も 動 物 を 用 い た 実 験 で は ､
代 謝 や 分 解 な ど の 生 理 的 機 能 が 関 与 す る 可 憶 性 が あ る た め ､ 毒
性 化 合 物 を 断 定 す る こ と が 難 し く な る こ と も 考 え ら れ る o
著 者 は 生 体 モ デ ル と し て 単 純 化 さ れ た 療養 細 胞 を 用 い て リ ノ
ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド お よ び そ の 関 連 ア ル デ ヒ ド の 毒 性 を
定 量 的 に 調 べ る 方 法 を 検 討 し た ｡ 種 々 の 疾 患 と の 関 連 か ら ､ 使
用 す る 細 胞 の 動 物 種 は ヒ ト 細 胞 が 好 ま し い ｡ そ こ で 培 養 ヒ ト 細
胞 の う ちJ､ 取 り 扱 い の 容 易 な 線 ( 繊 ) 推 芽 細胞 を 用 い て 実 験 を 試
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み た ｡ 線 維 芽 細 胞 と は 動 物 の 体 内 の ほ と ん ど す べ て の 組 織 中 に
分 散 し て 存 在 す る 中 経 葉 由 来 の 細 胞 で ､ 一 般 に 培 養 下 で は 紡 錘
形 を し て い る ｡ 体 内 で は 臓 器 の 形 態 形 成 に 重 要 な 役 割 を 果 た す
細 胞 で あ る ｡ 本 実 験 に ほ 著 者 の 所 属 す る 東 京 都 老 人 研 究 所 で 樹
立 さ れ た ヒ ト 胎 児 肺 由 来 線 維 芽 細 胞 ( T i G - 1 ) 6 4 ) をl使 用
し た ｡
- 45-
第 1 節 ト リ バ ン プ ル ー 排 除 髄 お よ び 乳 酸 脱 水 素 酵 素 活 性 を 用
い る 細 胞 生 存 率 の 算 定
試 験 化 合 物 の 細 胞 毒 性 の 定 量 的 指 標 と し て 細 胞 の 生 存 率 を 用
い た ｡ エ タ ノ ー ル の み を 添 加 し た 対 照 実 験 に お け る 生 存 細 胞 数
に 対 す る 試 験 化 合 物 の 添 加 実 験 に お け る 生 存 細 胞 数 の 比 率 を 相
対 的 生 存 率 と し た ｡ 試 験 化 合 物 を ウ シ 胎 児 血 清 ( F B S) 含 有
イ ー グ ル 基 本 培 地 ( B M E) に 加 え 細 胞 を 1 日 培 養 し た 後､ 生
存 細 胞 数 を 計 数 し た ｡ 細 胞 の 生 存 率 は デ ィ ッ シ ュ の 底 に 付 着 し
た 細 胞 に 対 す る ト T) バ ン プ ル ー 排 除 試 験 6 5 ) お よ ぴ 乳 酸 脱 水 素
酵 素 ( L D H) 活 性測 定 6 6 ) を 併 用 し た o F ig . 3 0 に示 す よ う
0
0
●
○
○
●
20 4 0 60 BD 100
Trypan Blu eExc[usion(%)
川0
3 80
ヽ -
■′■
A >
C,a
･ ≡ 60
+■ヽ
■一 ■
>■
J■ ■
”
”
喜 40
_J
20
Fig. 3 0. Cor relatio n betw e e ntry pa n b lu e e x clu sio n a nd L D H
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に 細 胞 の ト リ バ ン プ ル ー 排 除 率 と 細 胞 内 L D H活 性 率 と は 良 い
相 関 を 示 し た ｡ 相 関 ほ サ ン プ ル 数 3
■
9 で y : 0. 9 5Ⅹ ＋ 5･ 6 2
で あ り ､ 相 関 係 数 (r )は 0 . 9 9 であ っ た ｡ こ の 結 果 よ り 細 胞
の 生 存 率 は ど ち ら の 方 法 で も 計 測 で き る こ と が 判 明 し た o
- 47-
第 2 節 リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 自 動 酸 化 で 生 成 す る
ア ル デ ヒ ド の 同 定
リ ノ ー ル 酸 は 過 酸 化 を 受 け て 種 々 の ア ル デ ヒ ド を 生 成 す る こ
と が 知 ら れ て い る ｡ そ こ で リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド を 自
動 .酸 化 し て ､ 実 際 に 生 成 す る ア ル デ ヒ ド を 検 討 し た ｡ 反 応 混 合
物 を 2 , ト dini tr o ph e nylhydr a zi n eで 処 理 し て カ ル ポ ニ ル 化 合 物
を 黄 色 の ヒ ド ラ ゾ ン 誘 導 体 に し ､ H
化 は 酸 素 気 流 下 ま た は 5 % C 0 2 - 9
で 行 っ た が ､ 反 応 混 合 物 中 の ヒ ド ラ
の 場 合 も 大 差 な か っ
コ=
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P L C で 分 析 し た ｡ 自 動 酸
5 % 空 気 中 の 二 種 類 の 方 法
ゾ ン 誘 導 体 の 種 類 は い ず れ
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Fig･ 3l･ A high pe rfo r m a n c el iqui d chr o m atog
r a m of the 2,4 -
d initr ophe nyl hydra z o n e s of c a rbo nyl c o mpo u nds fr o m t
he
a uto xi datio n of Z (I - 13 - L o on fo r 3 days in a 5% CO2
- 9 5% air
atm o sphe r e･ Ab br e viatio n s a r e sho wn in Tab le V t･
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で 3 日 間 自 動 酸 化 し た と き の カ ル ポ ニ ル 化 合 物 の ヒ ド ラ ゾ ン 誘
導 体 の H P L Cを 示 し た ｡ リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 自
動 酸 化 か ら は 3 0 本 以 上 の カ ル ポ ニ ル 化 合 物 に よ る ピ ー ク が 確
認 さ れ た . そ れ ら の ピ ー ク を H P L Cを 用 い て 分 離 を 試 み ､
p e nt a n al ､ bex a n al ､ (E) - 2 - be x e n al ､ (E 卜2 - bepte n al ､ (E) - 2 -
o ct e n al ､ (E) - 2 - n o n e n al ､ (E, E) - 2, 4 - n o n ad ie n al ､ (E . E)- 2, 4 -
d e c ad ie n al､ (E) - 卜 hydr o xy 卜 2 - n o n e n al ､ 9 - o X o n on a n oic a ci d
の 1 0種 類 の ア ル デ ヒ ド の 生 成 が 確 認 さ れ た ｡ 構 造 は 標 品 と の
H P LC に お け る 保 持 時 間 の 比 較 お よ び M S に よ っ て 同 定 し た ｡
各 ア ル デ ヒ ド の 構 造 は Tab le Ⅵ に 示 す ｡ Tab le 中 の 略 号 の 左 側
の 数 字 は ア ル デ ヒ ド の 炭 素 鎖 の 長 さ を ､ 右 側 の 数 字 は 二 重 結 合
Tab le V =
s tr u ctur e s of aldehyde s fr o m the a uto xi dation of Z rE - 1 3- L O O H･
Aldehyde A bbrevlqtlon Stru ctu re
P8ntanal 5 - 0 ･CH O
Hexanal 6 - 0 川0
HexenaJ 8 - 1 CHO
Heptena] 7
-
1 C打0
OctenaI 8 - 1 CHO
NonerLa( 9 - I CHO
Nonadi8T)a] 9 - 2 印0
DecadienaI 1 0- 2 CH8
9 - Ox on Dn an ¢ic acid 9- a -Coon HOO C CRO
卜 tlydroxyM M al 9
- 1 - OH CHO
OH
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の 数 を 表 し て い る ｡ 例 え ば 6 - 1 は 炭 素 数 6 個 で 二 重 結 合 を 1 個
含 む h e x e n al を 表 す ｡ 分 子 内 の 二 重 結 合 は 全 て E ( ト ラ ン ス )
で あ り ､ ア ル デ ヒ ド の カ ル ポ ニ ル 基 と 共 役 し た 位 置 に あ る ｡ 9 -
o x o n o n a n oi c a ci dと (E) - ト hydr o xy - 2 - n o n e n al は リ ノ ー ル 酸 ヒ
ド ロ ペ ル
生 成 す る
ナ - ル )
ヒ ド ( ア
オ キ シ ド の 9 ､ 10位 間 の 二 重 結 合 の 酸 化 開 裂 に よ っ て
と 考 え ら れ る 化 合 物 で あ る ｡ 飽 和 ア ル デ ヒ ド ( ア ル カ
が 3 種 類 ､ 二 重 結 合 を 1 個 含 む α , β - 不 飽 和 ア ル デ
ル ケ ナ ー ル ) が 5 種 類 ､ 二 重 結 合 を 2 個 含 む α , β :
γ , ∂ 一 不 飽 和 ア ル デ ヒ
ー
ド ( ア ル カ ジ ェ ナ ー ル ) が 2 種 類 の 合 計
1 0 種 類 で あ る ｡
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第 3 節 リ ノ ー ル 酸 ､ リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド ､ リ ノ ー
ル 酸 ヒ ド ロ キ シ ド お よ び
■
リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ
ド 日 動 酸 化 混 合 物 の 細 胞 毒 性
ヒ ト 二 倍 体 線 推 芽 細 胞 を プ ラ ス チ ッ ク デ ィ ッ シ ュ に 播 種 し て ､
1 0 % ウ シ 胎 児 血 清 ( F B S ) 添 加 イ ー グ ル 基 本 培 地 ( B ” E)
を 用 い て ､ C O 2 培 養 器 中 3 7 oC で 培 養 し た ｡ ま ず ､ リ ノ ー ル
酸 ､ リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド (Z, E - 1 3- L O OI) ､ T) ノ ー ル
酸 ヒ ド ロ ヰ シ ド (Z , E - 13 - Lo‡) お よ ぴ
ヰ シ ド 自 動 酸 化 混 合 物 ( 5 % C 0 2 - 9
合 物) を 増 殖 中 の 線 維 芽 細 胞 に 5 - 5
養 し て 増 殖 阻 害 を 調 べ た (F ig . 3 2)
100
80
A
4
～
_
tn
亡=
B 60
4 )
く.I
3e
40
20
0
リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ
5 % 空 気 中 で 反 応 し た 混
0 ” M で 添 加 し て 1 日 培
細 胞 へ の リ ノ ー ル 酸 ヒ
川 25
Concentration(pM)
5 0
Fig. . 32･
･
Lethal ef fe cts of l in oleic a ci d(○)′ i ts hydr ope r o xi de
(A). its alc oho l (A) a nd a r e a ct io n mix tu r e(◎)
fr o m t he
a u七ox土da七土o n o王 七he hydr ope r o x土de o n hu m an d土plo土d f
･ibr ob la sts
in loga rithm ic gr o wth pha s e･
-5 1-
ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド の 影 響 は リ ノ - ル 酸 お よ び リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ
キ シ ド に よ る も の と 差 異 は 認 め ら れ な か っ た ｡ し か し ヒ ド ロ ペ
ル オ ヰ シ ド の 自 動 酸 化 混 合 物 は ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド 自 身 よ り も
明 ら か に 強 い 毒 性 を 示 し た ｡ こ の 結 果 は ､ 本 実 験 条 件 下 で は リ
ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド 自 身 は ､ 脂 肪 酸 の 表 面 活 性 剤 と し
て ▲の 毒 性 6 7 ) し か 持 た な い こ と を 示 し て い る ｡ し か し ヒ ド ロ ペ
ル オ ヰ シ ド が さ ら に 酸 化 を 受 け た 物 質 ( 脂質 過 酸 化 反 応 の 二 次
産 物 に 相 当) 中に は 強 い 毒 性 を 持 つ 化 合 物 が 含 ま れ て い る こ と
を 示 し て い る ｡ た だ し 血 清 濃 度 を o. 1 % に 低 下 さ せ て 実 験 を 行
う と リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド は 毒 性 を 示 し た ｡
-5 2-
第 4 節 リ ノ - ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド の 自 動 酸 化 か ら 生 成 す
る ア ル デ ヒ ド の 細 胞 毒 性 ･
リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 自 動 酸 化 に お い て 生 成 が 確
認 さ れ た ア ル デ ヒ ド を 増 殖 期 の 緑 綬 芽 細 胞 に 投 与 し
'
て 1 日 培 養
し ､ そ の 影 響 を 調 べ た (Fig . 3 3) 0 p e nta n al(5 - 0)､ he x a n al
(6 - 0)､ 9 - o X o n o n a n oic a cid (9 - 0 - C O O tI)の よ う な 飽 和 ア ル デ ヒ
ド は 全 く 毒 性 を 示 さ な か っ た o 二 重 結 合 を 1 個 含 む ア ル ケ ナ -
ル は 5 0 〟 M に な る と 明 確 な 阻 害 効 果 を 示 し た ｡ そ の 効 果 は
(E)- 2 - he xe nal(6 - 1)か ら(E 卜2 - n o n en al(9 - 1) へ と 炭 素 鎖 が 長 く
一oo
50
>､
た三
∽
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=
c)10
U
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5
Fig. 3 3.
6 - 0
5 - 0, 9 - 0 - C O O H
6 - 1
T - 1
8 -1
9 - 1
9 - 2
9 - 1- OH
10 - 2
0 10 25
Co ncentration(LIM)
50
Lethal effe cts of the al dehyde s fro m the a utoxidatio n
‾ ‾ こJ ー ーーー
of Z
,
E - 13 - L O OK o n hu m a ndiploi d fibr obla sts in logar i t hmic
gr o wth pha s e･
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な る に 従 っ て 強 く な る 傾 向 を 示 し た ｡ n o n e m al の 4 位 に ヒ ド ロ
キ シ 基 が 付 い た (E) - 4 - hyd r o ‡y - 2 - n o n e n al (9 - 卜 O tI)お よ び 分 子
内 に 二 重 結 合 を 2 個 含 む (E, E 卜2 , 4 - n o n ad ie n al (9 - 2)や (E, E)I
2 , 4 - d e c ad ien al(1 0- 2)の よ う な ア ル カ ジ ュ ナ ー ル は さ ら に 強 い
毒 性 を 示 し た . 例 え ば ､ (E , E) - 2, 卜 n o n ad ie n al､ (E , E卜2, 4-
CHO
OH
(ヱ). - 4 - hydr o xy - 2 - non e n al
CHO
(E,E) - 2,4 - n o n革a ie n a1 (E,E) - 2,4 - de c ad ie n a1
CHO
Fig. 34･ S tr uctu r es Of toxic al de hyde s tow ard hu m a
n
d 土plo土d 王土br ob la sts ･
d e c ad ie n alま た は (E) - 4 - hydr o xy - 2 - n o n e n al を 2 5 jL M 投 与 し
て 1 日 培 養 す る と ､ 生 存 細 胞 数 は そ れ ぞ れ 約 5 0､ 1 0 ま た は
4 0 %に 減 少 し た o さ ら に (E , E) - 2 , 4 - de c ad ien al や(E卜 J卜
hydr o xy - 2 - n o n en al を 5 0JL M 投 与 す る と 大 部 分 の 細 胞 が 死 滅
し た . 特 に (E, E)- 2, 4 - de c ad ie n al は 今 回 検 討 し た ア ル デ ヒ ド の
な か で も っ と も 強 い 毒 性 を 示 し ､ 1 0 〟 M に お い て も 5 0 % 以
上 の 細 胞 が 死 亡 し た ｡
ア ル デ ヒ ド を 添 加 し た 時 の 細 胞 の 形 態 を Fig . 3 5 に 示 し た ｡
( A ) は エ タ ノ ー ル の み を o . 1 % 濃 度 で 1 0 % F B S添 加 B M
E に加 え て 1 日 培 養 し た 対 照 実 験 も の で ､ 全 く 影 響 は 認 め ら れ
な い . (E) - 卜 hydr o xy - 2 - n o n en al を 2 5 〟 M 投 与 し た ( B) で
は ､ 大 半 の 細 胞 が 死 亡 し て 丸 く な り ､ 生 き 残 っ た 細 胞 も 線 推 芽
細 胞 特 有 の 突 起 が 短 く な り ､ 空 胞 が 多 数 観 察 さ れ る な ど か な り
損 傷 を 受 け て い る こ と を 示 し て い る ｡
-54-
Fig. 3 5. Cytomo rpho logl C al cha nge s in hu m a ndiploi d f i brob la sts
indu c ed by in c ubat io n wi t het ha n o1 (A) a nd 2 5 uM (E)- 4 1 hydr o xy -
2 - n o n e n al (a) 王o r 1 da y a 亡 3 7 oC.
ウ シ 胎 児 血 清 ( F B S) を は と ん ど 除 い た 0 . 1 % F BS 蘇 加
B M E申 で 培 養 す る と ､ 細 胞 は 増 殖 は し な い が 代 ,謝 は 維 持 し た
状 態 に と ど ま っ て い る ｡ こ の 状 態 の 細 胞 に ア ル デ ヒ ド を 添 加 し
て ､ そ の 毒 性 を 調 べ た (F ig. 3 6 ) 0 (E, E) - 2 , 4 - n o n adie n al･
(9 - 2) ､ (E, E) - 2, 4 - m o n ad ie n al(10 - 2) ま た は (E) - A - hydr o xy - 2-
n o n e n al (9 - 卜 O拝) を 2 5 LL M 投 与 し て 1 日 培 養 す る と そ れ ぞ れ
約 7 5 ､ 9 0 ま た は ほ と ん ど 1 0 0% の 細 胞 が 死 亡 し た ｡ (E卜
2 - o cte nal(8 - 1)お よ び (E) - 2 - n o n e n al(9 - 1)も 若 干.
の 毒 性 を 示 し
た ｡ し か し (E) - 2 - h ex e nal(6 - 1)や (E 卜 2 - bept e n al (7 - 1)お よ び
飽 和 ア ル デ ヒ ド は 全 く 影 響 を 示 さ な か っ た ｡
ア ル デ ヒ ド 化 合 物 は あ る 種 の 生 体 成 分 と 反 応 す る こ と が 知 ら
れ て い る 6 8 )｡ も し ア ル デ ヒ ド が 培 地 中 の 成 分 と 反 応 を 起 こ し
て 急 速 に 消 費 さ れ る と ､ そ れ ら の 毒 性 は 実 際 よ り も 低 く 評 価 さ
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Fig･ 3 6･ Lethal ef fe cts of t he al dehyde s fr o m t he a uto xi da t
ion
of Z
,
I - 13 - L O O Ko n hu m a ndiploi d f i br ob la sts ti nde r gr o wth
a r r e sted c o nd土t土o n s｡
れ る 恐 れ が あ る . こ の 可 髄 性 を 確 か め る た め ､ (E) - 卜 hydr o xy -
2 - 7t O n en a l お よ び (E , E) - 2, 卜 de c ad ie n al に つ い て 培 地 中 に お け
る 濃 度･変 化 お よ び 細 胞 の 生 存 率 を 経 時 的 に 調 べ た (F ig. 3 7) 0
細 胞 を 含 ま な い 系 で は ､ (E) 一 卜 hydr o xy - 2 - no n e n al は 0. 1 %
ど ち S 添 加 B M E中 (□ ) で は 徐 々 に 減 少 す る だ け で あ っ た が ､
I 0 % F B■S 添 加 中 ( 節) で は 急 速 に 減 少 し た ( 2 時 間 で 約
4 0 % に 減 少 ) ｡ こ の 減 少 速 度 の 違 い は 細 胞 が 存 在 す る 場 合 に
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n o n e n al
(ら)
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C州iyationPeriod(hr)
12 18 24
Tim e c o u r s e sfo r the de c r e a s ein (I)- 4 - hydr o xy - 2 -
(A) a nd (I ,I)- 2 ,4 - de c ad ie n a1 (B) a nd fo r c el l de n sity.
も 同 様 に 認 め ら れ た ･(0. 1 % F B S添 加 B M E､ △ ; 1 0 % F
B S 添 加 B ” E ､ 底 ) o 細 胞 は 1 0 % F B S 添 加 B ” E申 ( ㊨)
よ り も 0 . 1 % F B S 添 加 B ” E中 ( ○) の 方 が よ り 強 く 損 傷 を
受 け た o 他 方(E, E 卜 2 , 卜 de c ad ie n al は細 胞 を 含 ま な い 場 合､
0 . 1 % ( 口 ) お よ び 1 0 % F
お い て も 減 少 は 同 様 で 遅 か っ
れ の 培 地 申 (o . 1 % F B S ､
ル デ ヒ ド は 急 速 に 減 少 し た ｡
B S 蘇 加 ( 圏) の い ず れ の 培 地 に
た ｡ し か し 細 胞 を 含 む 系 で は い ず
△ ; 1 0 % F B S ､ 息 ) で も ､ ア
細 胞 の 減 少 は 0 . 1 % (○) お よ び
1 0 % F B S 蘇 加 (㊨ ) の い ず れ の 培 地 で も 同 様 の 減 少 を 示 し ､
差 異 は 認 め ら れ な か っ た ｡
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第 5 節 考 察
1 0 % ウ シ 胎 児 血 清 含 有 培 地 中 に お け る ヒ ト 二 倍 体 線 推 芽 細
胞 に 対 す る 実 験 で は ､ T) ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド は リ ノ
.
丁
ル 離 日 身 と 同 様 の 毒 性 し か 示 さ な か っ た ｡ こ れ ら の 毒 性 は 脂 肪
酸 の 表 面 活 性 剤 と し て の 作 用 6 8 ) に よ る も の と 思 わ れ た o し か
し リ ノ '- ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド を 自 動 酸 化 し た 混 合 物 は リ ノ
ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド よ り も 強 い 毒 性 を 示 し た ｡ こ の 結 果
は 脂 質 過 酸 化 反 応 の 二 次 産 物 中 に 毒 性 化 合 物 が 生 成 し て い る こ
と を 示 喫 し た ｡ た だ し リ･ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド は 血 清
0 . 1 % 添 加-培 地 中 で は 強 い 毒 性 を 示 し た の で ､ 化 合 物 自 身 と
し て は 毒 性 を 持 っ が ､ 血 清 中 の 成 分 と 反 応 を 起 こ し て 減 少 し て
し ま う と 考 え ら れ た ｡
二 次 産 物 の う ち ア ル デ ヒ ド に つ い て ヒ ト 線 推 芽 細 胞 に 対 す る
毒 性 を 調 べ ､ (E. E 卜2 . 4 - de c ad ie n alお よ び (E) - 4 - hydr oxy - 2-
n o n e n al が強 い 毒 性 を 持 つ こ と を 明 ら か に し た ｡ (E, E 卜2, j卜
de c ad ie nalは 増 殖 中 と 停 止 中 と の 両 条 件 と も 同 様 に 強 い 毒 性 を
示 し た o し か し (E ト ト hydr o xy - 2 - n o n e n al は 増 殖 中 よ り も 停止
中 の 方 が 毒 性 が 強 か っ た o S c ai fe は 類 似 の ト bydr ox y - 2 -
pent e m al が増 殖 停 止 中 の 細 胞 に 対 す る よ り も 増 殖 中 の 細 胞 に 対
し ､ よ り 強 い 毒 性 を 示 す と 報 告 し て い る 6 9 )｡ こ の 報 告 と 著 者
の 結 果 と は - 致 し な い よ う に 見 え る o し か し 使 用 し た ア ル デ ヒ
ド､ 細 胞 お よ び 培 地 な ど の 培 養.条 件 が 異 な る の で 厳 密 に 比 較 す
る こ と は 難 し い ｡ 特 に 試 験 化 合 物 の 安 定 性 が 毒 性 の 発 現 に 重 大
な 影 響 を 及 ぼ す と 考 え ら れ る o (E) - 4 - hydo xy - 2 - n o n e n al お よぴ
(E. E) - 2, ト de c.ad ien alの 培 地 中 に お け る 濃 度 の
■
経 時 変 化 を 調 べ
る と ､ 化 合 物 の 種 類 に よ っ て 濃 度 変 化 が か な り 異 な る こ と が 判
明 し た . (E) - ト hyd r o xy - 2 - n o n e n al は リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ
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ヰ シ ド と 同 様 に 培 地 中 の 成 分 ､ 特 に F B S中 の 成 分 と 強 い 相 互
作 用 を 持 つ た め に ､ F B S が存 在 す る と 減 少 が 促 進 さ れ る o こ
れ は 細 胞 の 有 無 に か か わ ら ず ､ ア ル デ ヒ ド の 減 少 パ タ ー ン が 類
似 し て い る
関 し て は ､
B S 添 加 B
慶 の F B S
こ と か ら も 支 持 さ れ る ｡ そ の 結 果 ､ 細 胞 の 生 存 率 に
予 想 通 り 1 0 %F B S 添 加 B M E中 よ り も 0. 1 % F
M E 申 の 方 が よ り 強 い 傷 害 を 受 け た ｡ す な わ ち 高 波
が 存 在 す る と (E 卜 4 - hydr o xy - 2 - n o n e n al は F B S成
分 と 反 応 を 起 こ し て 減 少 し ､ (E卜4 - hydr oxy - 2 - n o n e n al の毒 性
が 結 果 的 に は 弱 ま る こ と が 判 明 し た ｡
脂 質 過 酸 化 反 応 の 二 次 産 物 中 に ヒ ト 線 推 芽 細 胞 に 対 し て 毒 性
を 示 す 化 合 物 (不 飽 和 ア ル デ ヒ ド) が 生 成 す る こ と が 明 ら か に
な っ た ｡ ア ル デ ヒ ド の 毒 性 は 分 子 中 の 二 重 結 合 が 数 が 増 す と 強
ま り ､ ヒ ド ロ ヰ シ 基 が 付 加 す る と 一 層 強 ま っ た o ま 1= 同 族 化 合
物 間 で は ､ 炭 素 鎖 が 長 く な る と 毒 性 が 強 く な る 傾 向 を 示 し た
(h e x e n aト ヰ n O n e n al ､ n o n ad ie n aト ヰ de c ad ie n al) o 今 回 検 討 し
た 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド の 毒 性 の 強 さ は 以 下 の よ う な 順 序 で あ っ た ｡
he x e n al< h ept e n al< n on e n al< n o n adi e n al< de cadie n al ≦
bydr o‡ yn on e n al｡
scha ue nst ein ら に よ れ ば ､ 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド (
.
ア ル ケ ナ ー ル )
は チ オ ー ル 化 合 物 と M icha el型 付 加 庶 応 を 起 こ し ､ 生 理 的 p H
に お い て も ､ 低 濃 度 で す ば や く 反 応 す る が ､ 飽 和 ア ル デ ヒ ド は
チ オ ー ル 化 合 物 に 対 し て 反 応 性 が 弱 い と 報 告 し て い る 6 7
'
)
. 特
に 4 - ヒ ド ロ キ シ ァ ル ケ ナ - ル は チ オ ー ル 化 合 物 と 急 速 に 反 応
し ､ 他 の ア ル ケ ナ - ル か ら 形 成 さ れ る 付 加 物 よ り も 安 定 な 付 加
物 を 形 成 す る 7 8､ 7 1 ). 今 回 示 さ れ た ア ル デ ヒ ド の 線 推 芽 細 胞 に
対 す る 毒 性 も ､ そ れ ら の チ オ ー ル 化 合 物 に 対 す る 反 応 が 原 因 に
な る と も 考 え ら れ る ｡
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第 4 葦 リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド お よ び 関 連 ア ル デ ヒ ド
の ヒ ト 姉 帯 静 脈 内 皮 細 胞 に 対 す る 毒 性
ヒ ト 大 動 脈 に お い て ､ 動 脈 硬 化 の 進 行 の 具 合 と 動 脈 壁 中 の 過
酸 化 脂 質 含 量 と の 間 に は 強 い 相 関 が あ る と の 報 告 が あ る 7 2 )0
動 脈 硬 化 の 発 症 過 程 は ､ ま ず 内 皮 細 胞 が 損 傷 を 受 け ､ そ の 部 位
へ の 血 小 板 の 凝 集 ､ 付 着 が 起 こ る ｡ 次 い で 申 膜 平 滑 筋 細 胞 が 内
皮 部 位 に 移 動 し て ､ 省 こ で 増 殖 を 開 始 す る o そ し て 泡 沫 細 胞 が
出 現 し ､
し か し そ
の 引 金 と
不 明 で あ
最 終 的 に は 動 脈 硬 化 巣 が 形 成 さ れ る と 考 え ら れ て い る ｡
の 生.化 学 的 な 基 礎 は 必 ず し も 明 確 で は な く ､ 特 に 発 症
な る 内 皮 の 損 傷 を 起 こ す 化 学 的 要 因 に つ い て は 長 ら く
っ た ｡
内 皮 の 損 傷 部 位 へ の 血 小 板 の 凝 集 や 付 着 を 抑 制 す る 物 質 と し
て プ ロ ス タ サ イ ク リ ン が 知 ら れ て い る が ､ こ の 物 質 の 生 合 成 は
過 酸 化 脂 質 に よ っ て 阻 害 さ れ る 7 3 ‾ 7 6) ｡ ま た 平 滑 筋 細 胞 に よ る
L D L の 取 り 込 み な ら び に ア ポ 蛋 白 の 分 解 を 過 酸 化 脂 質 が 促 進
す る こ と も 報 告 き
む の で ､ 多 量 に 取
泡 沫 細 胞 は マ ク ロ
に よ っ て 変 性 し た
れ て い る 7 7 )o i D Lは コ レ ス テ ロ ー ル を 含
り 込 ま れ れ ば 当 然 泡 沫 細 胞 の 形 成 が 起 こ る ｡
フ ァ ー ジ か ら も 形 成 さ れ 7 8､ 7 9 )､ 過 酸 化 脂 質
i D L捻 著 し く マ ク ロ フ ァ ー ジ に 取 り 込 ま れ
や す く な る こ と も 報 告 さ れ て い る 8 8 )o こ の よ う に 過 酸 化 脂 質
は 動 脈 硬 化 の 発 症 に お け る 多 く の 段 階 に 促 進 的 に 関 与 す る と 考
え ら れ て い る ｡
リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド を ラ ッ ト
と 血 管 壁 を 覆 う 内 皮 細 胞 が 損 傷 を 受 け る こ
い る 2 8､ 8 1､ 8 2 )o 培 養 ヒ ト 麟 帯 内 皮 細 胞 に
ル オ ヰ シ ド を 投 与 し て 電 顧 で 調 べ る と ､ 1
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や ウ サ ギ に 投 与 す る
と が 既 に 報 告 さ れ て
リ ノ - ル 酸 ヒ ド ロ ペ
〃 M 投 与 で は 微 小 繊
維 ､ 微 小 管 ､ ピ ノ ソ ー ム ( 飲 作 用 胞 ) な ど の 細 胞 内 小 器 官 が 増
加 し ､ 5 〟 M 投 与 で は そ れ ら 小 器 官 ほ 減 少 し ミ ト コ ン ド リ ア の
電 子 密 度 が 著 し く 低 下 す る こ と が 観 察 さ れ た 2 )｡ こ れ ら の 知 見
は 不 飽 和 脂 肪 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド お よ ぴ 関 連 化 合 物 が 動 脈 硬
化 の 危 険 因 子 と な り 得 る こ と を 示 唆 し て い る B3 ) .
著 者 は 不 飽 和 脂 肪 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド お よ び そ の 酸 化 か ら
生 成 す る ア ル デ ヒ ド に つ い て ､ 血 管 内 皮 細 胞 に 対 す る 毒 性 ､ 特
に 損 傷 ( すな わ ち 致 死) に 興 味 を 持 っ た ｡ 使 用 す る 培 養 細 胞 と
し て ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 を 麟 帯 静 脈 よ り 酵 素 法 に よ り 単 離 し た ｡
血 管 内 皮 細 胞 の 確 認 は 血 液 発 固 第 V(因 子 抗 原 へ の 蛍 光 抗 体 法 を
用 い て 行 っ た (F ig . 3 8 ) o
の 継 代 培 養 が 難 し か っ た e 4 )
皮 細 胞 増 殖 因 子 ( E C G F )
よ ぴ - パ t) ン を 含 有 す る h4 C
系 培 地 と 略 称 ) を 使 用 す る こ
ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 は 最 近 ま で 長 研
が ､ ウ シ 胎 児 血 清 ( ど B S) ､ 内
. 上 皮 細 胞 増 殖 因 子 ( E G ど) お
D B - I 0 4 培 地 (以 降 M C D B
と に よ り ､ 継 代 培 養 を 可 能 に し ,
大 量 か つ 均 一 な 内 皮 細 胞 を 実 験 に 利 用 で き る よ う に な っ た ｡
F 土9. 3 8. F lu o r e s c e n c e o
f f lu o r e s c eln ls oヒh lo cya n ate (F 工TC)
label led a ntibody again st fa cto r V = = =
- r elated an t ige n･
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第 1 節 ア ー ル 液 中 に お け る ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 の 培 養
ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 は ウ シ 胎 児 血 清 ､ 増 殖 因 子 ､ ヘ パ リ ン ､ ア
ミ ノ 酸 ､ ビ タ ミ ン な ど の 多 数 の 成 分 を 添 加 し た 培 地 で な い と
.
拷
養 で き な い o し か し こ れ ら の 成 分 の な か に は リ ノ - ル 酸 ヒ ド ロ
ペ ･ル オ キ シ ド と 反 応 し 得 る も の が あ る o 従 っ て ､ リ ノ ー ル 酸 ヒ
ド ロ ペ ル オ キ シ ド や 関 連 ア ル デ ヒ ド を こ の よ う な 培 地 中 で 培 養
し た 細 胞
が 困 難 と
著 者 は
ノレ コ ー ス
こ と に よ
た c, ア ー
に 投 与 し て 細 胞 毒 性 を 調 べ る 場 合 ､ 信 頼 度 の 高 い 評 価
な る 可 能 性 が あ る ｡
ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 を ア ー ル 液 ( 有様 化 合 物 と し て は グ
の み` を 含 有 す る C O 2 培 養 器 用 緩 衝 液 8 5 )) を 用 い る
っ て ､ 培 地 成 分 に よ る 妨 害 を 排 除 し た 実 験 系 を 考 案 し
ル 液 中 で は 細 胞 は 増 殖 を 停 止 し て お り ､ 徐 々 に 細 胞 数
を 減 じ た o 径 時 的 に 生 存 細 胞 数 を ト リ バ ン プ ル ー 排 除 能 に よ り
計 測 す る と ､ 5 時 間 の 培 養 で は 8 0 % 以 上 の 細 胞 が 生 存 し て い
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た が ､ 8 時 間 後 に は 約 6 0
に 減 少 し た (F ig . 3 9) 0
系 培 地 に 交 換 し て 培 養 し ､
ヒ ス ト グ ラ ム に 示 す よ う に
% に な り ､ 2 4 時 間 後 に は 約 4 0 %
各 時 点 に お け る 生 存 細 胞 を M C D B
倍 加 時 間 を 調 べ る と ､ Fig. 3 9 中 の
3 0 分 か ら 2 4 時 間 の 培 養 に お い て
生 存 し て い た 細 胞 は い ず れ も 3 5 - 4 6 時 間 で あ り ､ ア ー ル 液
を 使 用 し な い 対 照 実 験 ( 4 3 時 間) と 差 異 は な か っ た ｡ こ の 結
果 は 各 時 点 の 生 存 細 喝 に は ア ー ル 液 に よ る 影 響 が 全 く
ら ず ､ 正 常 な 細 胞 で あ る こ と を 示 し て い る ｡ 従 っ て ､
性 実 験 は ア ー ル 液 中 3 時 間 培 養 と い う 条 件 で 行 っ た o
ル 液 中 3 時 間 の 培 養 と い う 条 件 下 で は ､ リ ノ ー ル 酸 ヒ
オ キ シ ド は は と ん ど 分 解 せ ず ( 約 8 5 %残 留) ､ し か
残 っ て お
以 後 の 葺
こ の ア ー
ド ロ ペ ル
も は と ん
ど 異 性 化 を 起 こ し て い な か っ た ｡ ま た ア ル デ ヒ ド 化 合 物 も は ア
ー ル 液 中 3 時 間 の 培 養 で は ､ ほ 占 ん ど 減 少 し て い な か っ た o
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第 2 節 リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド お よ び 関 連 ア ル デ ヒ ド
の 毒 性 発 現 - の 培 地 の 影 響
リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド お よ び 数 種 の ア ル デ ヒ ド に
.
つ
い て ､ M C D B系 培 地 と ア ー ル 液 の 2 種 類 の 培 地 を 用 い て 毒 性
発 現 - の 培 地 の 影 響 を 調 べ た ｡
M C･D B 系 培 地 ま た は ア ー ル 液 に 1 0 - 5 0 〟 M 濃 度 の リ ノ
ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド を 加 え て 3 時 間 培 養 し た ｡ 細 胞 毒 性
は T) ノ - ル 酸 ヒ ド ロ ペ
●
ル オ キ シ ド を 含 ま な い 対 照 実 験 に お け る
生 存 細 胞 数 に 対 す る 相 対. 的 な 生 存 率 と
A ) o M C D B系 培 ∴地 で は リ ノ ー ル 酸
5 0 〟 M で投 与 し て も 全 く 毒 性 を 示 さ
液 中 で は T) ノ 丁 ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ
M 投 与 で 細 胞 は 約 4 0 % に 減 少 し ､ 5
少 し た . (E, E) - 2 , 4 - d e c ad ie n al はM C
し て 哀 し た (F ig. 4 0
ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド を
な か っ た ｡ し か し ア ー ル
ド は 毒 性 を 示 し ､ 2 5 〟
0 〟 M で は 約 1 0 % に 減
D B系 培 地 申 に お い て も
毒 性 を 示 し ､ 5 0 〟 M 投 与 で 細 胞 は 約 4 0 % に 減 少 し た (F ig.
(A) (a)
100
80
事ヽ
:≡:
tJ)
E 60
■⊃
亡a
B 40
求
20
10 25
Concentratio n(州)
50 川 25
Co n ce nlr at
'
t8 n(州)
50
loo
80
60
仙
2O
Fig. 40. Effe cts of the MC D Bsyste m (0) and Ea rle
'
s s olutio n
(●) o n t he cytoto xici t ie s of a,E - 1 3- LOO K (A) a nd (E .Eト 2,4 -
de c ad 土e n al (a).
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4 0 B) ｡ ア - ル 液 中 で は さ ら に 強 い 毒 性 が 発 現 し ､ 1 0 〝 M
投 与 で 細 胞 は 約 5 0 % に 減 少 し ､ 2 5 〟 M で は ほ と ん ど 全 滅 し
た o こ れ ら の 結 果 は 血 清 や 増 殖 因 子 を 含 む M C D B - 1 0 4 培
地 に よ り ヒ ド ロ ペ ル オ キ ㌣ ド や ア ル デ ヒ ド の 毒 性 が 弱 ま る こ と
を 示 す o 化 合 物 の 毒 性 を 短 時 間 に 検 討 す る に は ア ー ル 液 を 使 用
す る こ と が 好 ま し く ､ M C D B系 中 に は ､ こ れ ら 化 合 物 と 反 応
し て そ の 毒 性 を 低 減 す る 成 分 が 存 在 す る こ と を 明 ら か に し た ｡
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第 3 節 リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド お よ び 関 連 ア ル デ ヒ ド
の ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 に 対 す る 毒 性
ア ー ル 液 を 培 地 と し て 用 い て ､ リ ノ ー ル 酸 ､ リ ノ ー ル 酸 ヒ
.
ド
ロ ペ ル オ キ シ ド お よ び 関 連 ア ル デ ヒ ド の ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 に 対
す .る 毒 性 の 定 量 化 を 試 み た ｡ 実 験 に 用 い た ア ル デ ヒ ド は 第 3 章
に 示 し た リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド の 自 動 酸 化 に お い て 生
成 が 確 認 さ れ た も の で あ る (T ab le Ⅶ ) ｡ そ れ ら の 化 合 物 を 投
Tab Le V==
str u ctu r e s of al dehyde s fr o m the auto xi dat io n of ZIE
- 13- LO OfL
Al dehyde A bbre vIQtlon S tructure
P帥tarlat■ 5 - 0 C uO
Hex3naJ 6 - 0 CHO
Hexena] 6 - 1 CRO
一 打eptenaJ 7 - 1 Ct(0
Octenal 8 - I CHO
恥Jlena( 9 - I CND
伽nadienal 9 - 2 CHO
Decadiena[ 10- 2 CHO
9 - Ox o m na noic acid 9- a -Cm H MOOC CHD
卜 nydr叩 nDnenaJ 9-､l
- O H CHO
OH
与 し て 3 時 間 培 養 し た と
リ ノ - ル 酸 は 5 -0 か ら 1
毒 性 を 示 す だ け で あ っ た ｡
オ ヰ シ ド は 強 い 毒 性 を 示
き の 細 胞 の 生 存 率 を F ig. 4 1 に示 し た ｡
0 0 〟 M と い う 高 濃 度 に お い て 若 干 の
そ れ に 対 し ､ リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル
し ､ 5 0 % 致 死 濃 度 ( L C5 匂) は 2 0
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柑0
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”
～
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芸 60
亡⊃
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a 40
辞
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演
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=noieic acid
Z ,E ′
- 13 - L o o 告
10 25 50
6- 8
9-8- = H
(B)
5一口
100 0 川25 50
Co n ce ntrati8 n(pM)
(C)
8-1
ト1
6-1
9-1
9-1-OR
0 510 25 50
一o o
柑)
川 -2 9
-2
100 0 5 川 25 50 川O
Con c e ntratio n(fLM)
Fig･ 4 1. Letha l ef fe cts of l in oleic a ci d a nd Z ,E - 13- L O fI(A),
s atu r ated al de byde s (a), α ′β - u n s atu r ated al dehyde s (C) a nd
α .β:y,6- u n s atur ated al dehyde s (D) o n hu m a n e ndot hel ial c el ls
土n Ea rle
-
s s olu七土o n.
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LL M で あ っ た (F ig . 塊 且 A ) 0 p e nt a n al(5 - 0)､ he x a n al(6 - 0)お
よ び 9 - o X o n o n a n oic a ci d(9 - 0 - C O O 技)の 飽 和 ア ル デ ヒ ド は 全 く 毒
性 を 示 さ
ア ル ケ ナ
ナ - ル の
n on e n al
で あ っ た
ル カ ジ ェ
な か っ た (F ig . 4 1 B) . α , β - 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド (
- ル ) は 強 く ほ な い が 明 ら か な 毒 性 を 示 し た o ア ル ケ
4 位 に ヒ ド ロ ヰ シ 基 が 付 加 し た (E) - 4 - hydr o xy - 2 -
(9 - 卜 O H) は さ ら に 強 い 毒 性 を 示 し ､ L C 5 由は 2 5 JL ”
くF ig . 4 1 C ) ｡ α , β : γ , ♂ - 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド ( ア
ナ ー ル ) も 強い 毒 性 を 示 し ､ L C5 8 は (E, E) - 2 , 4 -
n o n ad ie n al (9 - 2)で 2 1 LL M ､ (E, E) - 2, 4 - de c ad ie n al (1 0- 2)
で 9 LE M で あ っ た (Fig . . 4 1 D) . (E, E) 1 2 , 4 - de c ad ie n alを 投
与 し た と き の 内 皮 組 胞 の 形 態 的 変 化 を F ig . 4 2 に示 し た ｡ 1 0
〃 M 投 与 で は 半 分 の 細 胞 は 死 亡
辺 か ら 縮 み 楕 円 形 に 変 形 し た ｡
が デ ィ ッ シ ュ か ら 剥 が れ る か ､
る の が 観 察 さ れ た ｡
し て お り ､ 生 き 残 っ た 細 胞 も 周
2 5 〃 M 投 与 で は 大 部 分 の 細 胞
ま た は 死 亡 し て 球 形 に な っ て い
Fig｡ 42. Cytom orphologldal cha nge s in hu man e ndo thel ial
cel ls indu ced by inc ubatio n with et ha n ol (A), 1 01⊥M (B)
a nd 2 51JM (I, E ト 2,4 - de cad ie n a1 (C) fo r 3 hr at 3 7
oC ･
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でab le V 工工工
喜≡昌3toh喜IZi,aE{1c3eiL10sO.H a nd u n s atu r ated aldehyde s to w a rd hu m a n
Co mpo u nd LC5 0(pM)
Z,E- 15-LOO‖. 20
Hex en Ql 〉100
‖epte nc]1 〉100
Octen ol 99
No n e nQl 75
Hydr oxyn o n e ncll 25
No n qdie n(】1 21
De ccldie n ol 9
ce1 1s a r ein c lユba ted fo r 3 hr in Ea rleys s olut io n
s up plem en ted w ith Z ,E - 13 - Lo o告 o r al dehyde ｡
リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド お よ び 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド め
5 0 %致 死 濃 度 を Tab le Ⅷ に 示 し た ｡ リ ノ ー ル 酸 お よ ぴ 飽 和 ア
ル ヂ ヒ F
'
Lほ 今 回 の 調 べ た 濃 度 範 囲 に お い て は 毒 性 を 示 さ な か っ
COOH
Z,I
- 1 3- L O O K
CHO
00=
(E,E) - 2,4 - n o n阜d ie na1
CHO
川
(ヱト4- hyar o xy - 2 - n o n e n a1
CUD
(I .I) - 2,4 - de c ad ie n a1
Fig.. 43こ S tr uctu r e S Of to xic c o mpo un ds tow a rd hu m a n
umb 土1土c al v ein e ndo七hel lal c el ls .
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た の で 衰 に は 含 ま れ て い な い ｡ (E 卜 2 - he xen al お よ び (E) - 2-
hept e n al の L C 5 8は 1 0 0LL M 以 上 で あ り ､ 毒 性 は 弱 か っ た ｡
(E卜 2 - o cte n al お よ び (E 卜 2 - n o ne n al は 若 干 の 毒 性 を 示 し た o
リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド ､ (E) - 4 - hydr ox y - 2 - n o n e nal､
(E, E) 1 2, ト n o n ad ie n alお よ び (E , E卜 2 . 4 - d e c ad ie n alは 強 い 毒 性
を 示 し ､ 特 に (E , E卜 2 . 4 - de c ad ie n al は 今 回 検 討 し た 化 合 物 の 中
で も っ と も 強 い 毒 性 を 示 し た ｡
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第 4 節 リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド お よ び 関 連 ア ル デ ヒ ド
に よ る ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 の 増 殖 能 に 対 す る 影 響
ア - ル 液 中 で
和 ア ル デ ヒ ド と
B 系 培 地 に 戻 し ､
る 様 子 を 調 べ た ｡
リ ノ - ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド ま た は 関 連 不 飽
3 時 間 培 養 し た 時 点 に お け る 生 存 細 胞 を M C D
細 胞 が 毒 性 化 合 物 か ら 受 け た 払 傷 か ら 回 復 す
(E) - 2 - o cte n al お よ ぴ (E. E) - 2 , 卜 de c ad ie n al
を 用 い た 場 合 の 生 存 細 胞 数 の 径 時 変 化 を F ig. 4 4 に示 し た ｡ ア
ー ル 液 に エ タ ノ ー ル の み を 添 加 し て 3 時 間 培 養 し た 対 照 実 験 に
お け る 生 存 細 胞 数 を 1 0 0% と し て 表 現 し た ｡ 図 中 の 矢 印 の 時
点 で 培 地 を M C D B系 に 交 換 し た ｡ 1 0 〟 M (Eト 2 - o cte n al
(○ ) を 投 与 さ れ た 細 胞 の 大 半 は 増 殖 能 を 保 持 し て い た ｡ 2 5
〃 M 投 与 ( ㊨ ) の 場 合 に は ､ 培 地 を M C D B系 培 地 に 戻 し て
2 4 - 4 8 時 間 後 に 徐 々 に 増 殖 が 再 開 さ れ ､ 生 存 細 胞 の 一 部 が
増 殖 能 を 回 復 し た こ と を 示 し た ｡ 5 0 〟 M ( △ ) お よ ぴ 1 0 0
jL ” ( 血 ) で ほ 細 胞 は 直 ち に 死 亡 す る こ と は な い が 増 殖 能 を 消
失 し て お り ､ M C D B系 培 地 に 戻 し て も 徐 々 に そ の 数 を 減 じ た ｡
(E, E) - 2. 4 - de c ad ie n alと 培 養 し た 細 胞 は ､ 5 jL M 投 与 ( ◇) で
は 実 質 上 損 傷 を 受 け て い な い よ う で あ っ た ｡ 1 0 〟 M 投 与 ( ○)
で は 約 5.0 % の 細 胞 が 死 亡 し ､ 生 き 残 っ た 細 胞 も 増 殖 能 を 失 っ
て お り ､ 徐 々 に 死 亡 し て 減 少 し た ｡ 2 5 〃 M 以 上 の 投 与 で は 経
と ん ど の 細 胞 が 投 与 直 後 に 死 滅 し た ｡
リ ノ . - ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド お よ び 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド を 投
与 さ れ た 細 胞 の 増 殖 能 を Table Ⅸ に ま と め た ｡ 増 殖 憶 は 0. 1 %
の エ タ ノ ー ル の み を 添 加 し た ア ー ル 液 中 で 3 時 間 培 養 し た 後､
M C D B 系 培 地 で 4 8 時 間 培 養 し た 後 の 生 存 細 胞 数 を 基 に し て ､
試 験 化 合 物 を 投 与 し た 実 験 に お け る 生 存 細 胞 数 を 比 較 し て 求 め
た ｡ Tabl e に は 対 照 実 験 に お け る 増 殖 能 を 1 0 0と し て 表 し た ｡
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各 化 合 物 に よ り 内 皮 細 胞 の 傷 害 が 回 復 不 能 に な る 濃 度 を 以 下 に
示 す : (E , E) - de c ad ie n al ､ 1 0jL 柑; (E) - 4 - hyd r o xy - 2 - n o n e n al ､
(E) - 2 - n orl e 且 al ､ (E, E) - 2 , 4 - n o n ad ie n al ､ Z, E
- 1 3- L OO I､ 2 5LZ ”;
(E) - 2 - o ct e n al ､ 5 0p ”; (E卜 2 - h ept e n al ､ 10 0jL 捕;
he ‡ e n al ､ > 100 〟 朗 o
(A)
20 0
>ヽ
～
レI
上=
4 )
亡 ユ
4 J
O
求
58
0 0
50
3 0
阜
24 ヰ8
ln c曲 3tio口Tim e(hr)
(B)
200
>ヽ
･
-
a 150
E
■I
⊂:一
a 10 0
求
50
0
阜
24
Incubation Time(hr)
ヰ8
(E) - 2 -
Fig. 44. Tim e c o u r s e s of alte r atio n in the de nsity of hu m a n
e ndothel ial c el ls in c uba ted in the M C D Bsyste m af te r e xpo s u r elJ ?to (ヱト2- o cte n al (A) a nd (I ,Eト2,4 - de c ad ie n a1 (a).
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Table = X
Relat iv e gr owth c a pab i li tie s of hu man e ndot hel ial c el ls
e xpo s ed to Z p E - 13 - L O H o r u n sa tur ated aldehyde sB
Compo un d Con c entr at io n (pM) Relat iv e gro wt h c apab i l i ty (%)
Z pE
- 1 3- L O O H
(Eト 2 - he x e n al
(
.
E)- 2 - hepte n a1
(E)- 2 - o cten a1
(Eト 2 - n o n e n al
(E)- 4 - hydr o xy - 2 - n o n e n al
(,E, 芦)- 2,4 - n onadie n al
(E′ エト 2 ′4 - de c ad ie n al
10
2 5
5 0
1 00
1 0
25
5 0
10 0
1 0
25
5 0
1 0 0
1 0
25
5 0
1 0 0
1 0
25
5 0
1 0 0
5
1 0
2 5
5 0
1 0 0
1 0
2 5
50
0 0
5
1 0
2 5
5 0
0 0
7 6｡ 7 ±
1 7｡ S ±
4 . 8 ±
0. 1 ＋
0 ｡ 4
4. 5
5 ｡1
0 .1
1 2 2｡ 0 士 1 ｡ 0
1 0 6. 3 ± 0 .8
82. l ＋
_
2 . 3
3 4. 7 ± 2 . 7
12 2. 2 ± 1 . 0
90 .1 土 1 6. 9
2 7｡ 8 ± 1 4. 6
1 3.1 ± 2 .3
7 7. 4 ± 1 6.3
3 3. 4 ± 7 . 0
l l.1 ± 0 . 5
9 . 4 ± 0 . 2
5 1. 3 ± 9 ｡ フ
9. 9 ± 3 . 5
9-. 6 ± 1 . 8
7 . 5 ± 2 . 0
65 . 3 ± 2 . 0
3 9｡ 0 土 3 .8
l l.1 ± 5 . 3
0 . 9 ± 0 . 7
0 . 2 ± 0 . 2
82. 2 t 8 . 7
16. 6 土 6 .1
4 .7 士 2 . 4
l . 5 t 1 . 0
96 .0 ± 1 2. 3
1 7.3 ± 7 . 3
4 .1 ± 1 . 8
2 .2 ± 1 . 8
0 .3 士 0 . 3
Relativ e gr o wt h c apab ility is def in ed a s the perc e nt c el lde n sity
of a n age nt - tr eated c ultu r e c o mpa r ed with the c ell de n sity of the
c o r r e spo nd ing c o ntr ol cultu re afte r a4 8 hr
- c ultiv atio n in the
凹C D B- 1 0 4syste m′ fo1 1o wing e xpo s ure to age nts .
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第 5 節 化 合 物 の 官 能 基 に よ る 毒 性 の 差 異
炭 素 数 が 9 個 の 直 鎖 状 化 合 物 (Fig. 4 5) に つ い て ､ 種 々 の
官 能 基 に よ る 毒 性 へ の 影 響 を 調 べ た
( a ) お よ び ア ル デ ヒ ド ( b ) ほ 全
ト ン ( c ) は 若 干 の 毒 性 を 示 し た ｡
酸 の 雨 宮 憶 基 を 含 む 9 - o X o n o n a n oi c
(F ig･ 4 6 ) o ア ル コ - !レ
く 毒 性 を 示 さ な か っ た ｡ ケ
ま た ア ル デ ヒ ド と カ ル ポ ン
a ci d( e ) も 全 く 毒 性 を 示
さ な か っ た ｡ し か し 二 重 結 合 と ア ル デ ヒ ド の 両 方 を 含 む (E卜2 -
n o n e n al ( f ) は 明 白 な 毒 性 を 示 し た ｡ (E) - 2 - n o n e n al に ヒ ド
ロ キ シ 基 ( 普 ) や 二 重 結. 令 ( 也 ) が 加 わ る と ､ さ ら に 毒 性 は 新
著 で あ っ た ｡
CH20 H
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h
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第 6 節 贋 帯 静 脈 内 皮 細 胞 と 線 椎 茸 細 胞 に 対 す る リ ノ ー ル 酸 ヒ
ド ロ ペ ル オ キ シ ド お よ び 関 連 ア ル デ ヒ ド の 毒 性 の 比 較
細 胞 種 に よ っ て 毒 物 に 対 す る 感 受 性 が 異 な る こ と が 知 ら れ て
い る 8 6) ｡ 血 管 内 皮 細 胞 と 線 推 芽 細 胞 と の 間 に 毒 性 化 合 物 へ の
感 受 性 に 差 異 が あ
ル 酸 ヒLド ロ ペ ル オ
de c ad ie n al の 両 者
検 討 し た 化 合 物 の
4 5 JL ” ( 2 0 fL
る か 検 討 し た ｡ Fig . 4 7 に示 す よ う に リ ノ ー
キ シ ド (Z, E - 1 3- LO O I) お よ び (E , E卜 2, 4-
と も ､ 線 推 芽 細 胞 の 方 が 強 い 耐 性 を 示 し た ｡
L C 5 切は 以 下 の 通 り で あ っ た : Z . E - 1 3- L O O ‡､
” ) ; ･ (E) - 卜 hyd r o xy - 2 - n o n en al､ 3 8 JL M
( 2 5 LL M ) ; (E , EL) - 2, ト dekad ie n al ､ 1 7 jL ” ( 9 JL M ) 0
括 弧 内 の 濃 度 は 血 管 内 皮 細 胞 に お け る 各 化 合 物 の L C 5 切で あ る ｡
両 細 胞 種 の L C 5 aを 比 較 す る と ､ 血 管 内 皮 細 胞 の 方 が 感 受 性 が
高 か っ た が ､
川0
80
-
～
'
G
= 60
q ュ
亡:ユ
岩 40
求
20
そ の 差 は 約 2 倍 で あ っ た ｡
10 25
Co n c entr at･io n(pM)
50
Fig. 47. Relat iv e s e n sitivi t ie s of e ndot helial c ell s (ope n
symbols) a nd f i br ob la sts (clo s ed symbo ls) to Z, E 1 13- L OO K
(o a nd ◎) o r (E . Eト2, 4 - de c ad ie n a1 (△ a nd A).
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第 7 節 考 察
Ro s sに よ り 提 唱 さ れ た ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 発 症 に つ い て の
"
動 脈 硬 化 の 傷 害 に 対 す る 反 応 説
”
に よ れ ば ､ ア テ ロ ー ム 性 動
脈 硬 化 性 プ ラ - ク ( 班 ) は 血 管 壁 を 覆 っ て い る 内 皮 細 胞 へ の 傷
害 に よ っ て 発 生 す る 8 7 )｡ そ れ が 事 実 で あ る な ら ば ､ 内 皮 細 胞
へ の 化 学 的 傷 害 は 本 疾 患 の 発 生 に 極 め て 重 要 で あ る と 考 え ら れ
る ｡ 他 方 ､ 内 皮 細 胞 の 生 体 膜 に お い て+ 特 に 酸 化 的 ス ト レ ス に
対 す る 防 御 機 構 が 劣 化 し て い る と き に は ､ 脂 質 過 酸 化 が 起 こ り
や す い 状 態 に あ る と 思 わ れ る ｡ そ の よ う な 場 合 に は ､ 脂 質 過 酸
化 反 応 よ り 生 成 す る 脂 肪 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ 阜 シ ド や ア ル デ ヒ ド が
血 管 内 皮 細 胞 を 損 傷 す る 可 能 性 を 無 視 す る こ と は で き な い ｡ 動
脈 硬 化 の 危 険 因 子 を 検 定 す る よ う な 研 究 を 進 め る に は ､ ヒ ト 血
管 内 皮 細 胞 に 対 す る 脂 質 過 酸 化 物 の 細 胞 毒 性 を 定 量 的 に 算 定 す
る 手 段 が 必 要 で あ る ｡
従 来 ､ 動 物 を 用 い た 実 験 に よ っ て 過 酸 化 脂 質 の 傷 害 作 用 が 研
究 さ れ て き た が ､ こ の 種 の 実 験 で は 毒 性 を 正 確 に 評 価 す る こ と
は 難 し い ｡ 最 近 Ⅲe n nig ら は 培 養 ブ タ 血 管 内 皮 細 胞 を 用 い て リ ノ
- ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド が 血 管 内 皮 細 胞 を 傷 害 す る こ と を 報
告 し て い る 8 8 )o, し か し ブ タ 血 管 内 皮 細 胞
は ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞
と は 性 質 が か な り 異 な る ｡ 例 え ば､ ブ タ 血 管 内 皮 細 胞 は F B S
添 加 M 1 99 培 地 の よ う な 通 常 の 培 地 で 培 養 で き 8 9 )､ エ-j ジ
ン グ を 起 こ さ ず 無 限 に 増 殖 す る と の 報 告 も あ る 9 8 )｡ ウ シ 大 動
脈 内 皮 細 胞 も 多 数 研 究 さ れ て お り ､ ど B S 添 加 F - 1 2培 地 な
ど で 培 養 さ れ て い る
9 1 )
｡ そ れ ら の 内 定 細 胞 と は 対 照 的 に ､ ヒ
ト 血 管 内 反 細 胞 は ゼ ラ チ ン ( また は コ ラ ー ゲ ン ) で コ ー ト し た
デ ィ ッ シ ュ で な い と 培 養 で き な い 9 2 )o さ ら に 培 地 中 に F BS
は 勿 論 ､ 増 殖 因 子 ( E C G F や E G F )
‾や ヘ パ リ ン を も 添 加 す
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る 必 要 が あ る 9 3 )｡ こ の よ う に ヒ ト と 他 の 動 物 種 の 血 管 内 皮 細
胞 の 性 質 に は 大 き な 違 い が あ る の で ､ 動 脈 硬 化 症 - の 危 険 因 子
を 検 討 す る 場 合 に は ､ ヒ ト の 血 管 内 皮 細 胞 を 用 い る の が 好 まLL.
い o 近 年 ま で ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 の 継 代 培 養 ほ 難 し か っ た e 4 )
.
が､
著 者 ら は 増 殖 因 子 な ど を 添 加 し た M C D B系 培 地 を 用 い る こ と
に よ っ て ､ ヒ ト 勝 帯 静 脈 内 皮 細 胞 の 継 代 培 養 を 可 能 に し ､ 大 量
か つ 均 一 な 内 皮 細 胞 を 実 験 に 使 用 で き る よ う に な っ た ｡
著 者 は 実 験 培 地 と し て ア ー ル 液 を 用 い る こ と に よ っ て ､ ヒ ト
血 管 内 皮 細 胞 に 対 す る 種 々 の 化 合 物 の 毒 性 を 定 量 的 に 分 析 す る
方 法 を 考 え た o こ の 方 法･ に よ り リ ノ - ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド
や 関 連 ア ル デ ヒ ド を..F B S や 増 殖 因 子 を 含 む 培 地 中 で 投 与 し た
場 合 ､ そ れ ら の 細 胞 毒 性 が 過 小 評 価
こ の よ う な 培 地 中 で は T) ノ - ル 酸 ヒ
ン な ど に よ り 容 易 に 分 解 さ れ るLで あ
ー ル 化 合 物 と の 反 応 に よ っ て 減 少 す
さ れ る こ と を 明 ら
ド ロ ペ ル オ キ シ ド
ろ う し ､ ア ル デ ヒ
る で あ ろ う ｡ 種 々
か に し た ｡
は 鉄 イ オ
ド は チ オ
の 化 合 物
の 細 胞 毒 性 を 評 価 す る に は ､ 培 地 の 選 択 が 重 大 な 要 素 に な る こ
と を 明 ら か に し た .' 培 地 の 養 い に よ っ て 細 胞 傷 害 に 差 異 が 生 ず
る こ と は ､ キ サ ン チ ン 一 手 サ ン テ ン オ ヰ シ ダ ー ゼ 系 に よ る 美 顔
で 報 告 さ れ た こ と が あ る 9 4 ). 今 回 の ア ー ル 液 を 用 い る ヒ ト 血
管 内 皮 細 胞 へ の 毒 性 の 評 価 法 は 動 脈 硬 化 へ の 危 険 因 子 の 検 索 に
有 用 と 考 え ら れ る ｡
著 者 は こ の ア ー ル 液 を 用 い る 方 法 に よ り ､ I) ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ
ペ ル オ キ シ ド や 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド が ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 に 対 し て
強 い 毒 性 を 持 っ こ と を 示 し た ｡ ア ル デ ヒ ド の 中 で も (E) - 4 -
hydr oxy - 2 - n o n e nal ､ (E, E) - 2, 4 - n o n ad ie n al お よび(E , E) - 2, 4 -
de c ad ie n al は 特一に 毒 性 が 強 く ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 は 急 速 に 傷 害 を
受 け た ｡ 5 0 - 1 0 0JL M 濃 度 の (E 卜2 - h ept e n al､ (E 卜2 -
o ct e n al ま た は(E 卜 2 - n o n e れ al を投 与 し た 場 合 ､ 細 胞 は 直 ち に
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死 亡 す る こ と は な い が 増 殖 能 を 失 っ た ｡ こ れ ら の ア ル デ ヒ ド は
細 胞 分 裂 を 阻 害 し て い る と も 考 え ら れ ･る ｡ こ れ ら の 結 果 よ り ア
ル デ ヒ ド に 関 し て は ､ 分 子 中 に 二 重 結 合 が 存 在 す る こ と が 毒 性
発 現 へ の 必 須 条 件 と 思 わ れ る ｡ ア ル デ ヒ ド 類 の 毒 性 の 強 さ の 順
序 は ､ ヒ ト 線 推 芽 細 胞 に 対 す る も の と 同 様 で あ っ た が ､ i C5 匂
で 比 較 す る と 血 管 内 皮 細 胞 の 方 が 感 受 性 が 約 2 倍 高 か っ た ｡
4 - ヒ ド ロ キ シ ア )} ケ ナ - ル の よ う な 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド は D
N A 合 成 ､ A N A合 成 ､ 呼 吸 お よ び 解 糖 な ど の 生 体 機 能 を 阻 害
す る こ と が 知 ら れ て い る 6 7､ 9 5
‾ 9 7 )
｡ 本 実 験 に お け る ヒ ト 血 管
内 皮 細 胞 に 対 す る 毒 性 の 作 用 機 序 は 明 ら か で は な い が ､ 不 飽 和
ア ル デ ヒ ド ( 特 に ヒ ド ロ ヰ シ ァ ル ケ ナ - ル ) が チ オ ー ル 化 合 物
に 強 い 反 応 性 を 持 つ 7 白､ 7 1 )こ と か ら ､ 毒 性 は こ れ ら の ア ル デ ヒ
ド が 細 胞 中 の チ オ ー ル 含 有 化 合 物 と 反 応 す る こ と 右と よ っ て 起 こ
る 可 能 性 が 考 え ら れ る ｡
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第 5 章 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 酸 化 物 の 細 胞 毒 性
不 飽 和 脂 肪 酸 は 二 重 結 合 が 多 い 程 過 酸 化 反 応 を 受 け や す い と
い う 報 告 が あ る 9 8 ). 脂 質 過 酸 化 反 応 の 一 次 産 物 で あ る ヒ ド ロ
ペ ル オ ヰ シ ド の 安 定 性 や そ の 酸 化 分 解 か ら 生 成 す る 二 次 産 物 の
種 類 や 比 率 は ､ 原 料 と な る 不 飽 和 脂 肪 酸 に 依 存 す る ｡ 従 っ て 不
飽 和 脂 肪 酸 の 違 い に よ っ て 酸 化 物 の 毒 性 は 大 き な 影 響 を 受 け る
と 考 え ら れ る ｡ 第 3 章 お よ び 第 4 章 の 細 胞 へ の 毒 性 実 験 に お い
て 一 次 産 物 の 脂 肪 酸 ヒ F. ロ ペ ル オ ヰ シ ド や 二 次 産 物 の ア ル デ ヒ
ド が 毒 性 を 持 つ こ と.を 明 ら か に し た ｡ 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 が 過 酸
化 を 受 け た 場 合 ､ そ の 酸 化 物 の 毒 性 は 酸 化 混 合 物 中 に 生 成 す る
毒 性 化 合 物 の 畢 に 依 存 す る と 考 え ら れ る o 著 者 は 高 度 不 飽 和 脂
肪 酸 と し て T) ノ ー ル 酸 ､ T) ノ レ ン 酸 お よ び ア ラ キ ド ン 酸 を 用 い
て 自 動 酸 化 を 行 い ､ そ の 酸 化 混 合 物 の ヒ ト 腰 帯 静 脈 内 皮 細 胞 に
対 す る 毒 性 を 調 べ ､ そ の 毒 性 成 分 の 検 索 を 試 み た ｡
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第 1 節 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 の 自 動 酸 化
リ ノ ー ル 酸 ､ リ ノ レ ン 酸 ま た は ア ラ キ ド ン 酸 の ベ ン ゼ ン 溶 液
に 触 媒 と し て 酢 酸 コ バ ル ト を 添 加 し 9 9 )､ 4 0
oC に 温 め な が ら
酸 素 を 通 じ て 自 動 酸 化 を 行 っ た ｡ 排 気 は ジ ェ ト ロ フ ェ ニ ル ヒ ド
ラ ジ ン 溶 液 に 通 し て 揮 発 性 カ ル ポ ニ ル 化 合 物 を 捕 捉 し た ｡ 酸 素
を 3 日 間 通 じ 経 時 的 に 過 酸 化 物 価 ( p o v) 1 8 臥 1 8 1 )お よ び カ
ル ポ ニ ル 価 ( c o v ) = 2 )を 測 定 し た (Fig . 4 8 ) 0
3000
′■ ■ ヽ
bJ)
;2000
ゴ.
ヽ■ 一 ′
>
a
日
l コr
F =
”
富 100
A
0
ち + ト C
0 1 2 3 8 1 2 3 0 1 2 3.
RcactionTime(days)
F ig･ 48･ Tim e c o u r s e sof pe r o xide v alu e (P O V; @) a nd c a rbo nyl
v alu e (COV;○) 土n t he a uto x土dat 土o n of l土n ole土c a ci d(A),
1in ole nic a ci d(a) a nd a r a chi do nic a cid (C).
ア ラ ヰ ド ン 酸 は 3 種 の 脂 肪 酸 の う ち で 最 も P 0 Vの 上 昇 が 速
く ､ 1 日 後 に は 最 大 に 達 し ､ 2 日 後 に は P 0 V ほ低 下 し 始 め た ｡
リ ノ ー ル 酸 は 2 日 目 ま で P 0 V の 上 昇 は ゆ る や か で あ っ た が ､
3 日目 に は 急 速 に 増 加 し 始 め た ｡ リ ノ レ ン 酸 は 1 日 後 に は P 0
v が か な り 上
.
昇 し た が ､ 2 ､ 3 日 目 は 上 昇 が に ぶ っ た o P 0 V
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の 経 時 変 化 か ら 判 断 す る と ､ 本 反 応 の 日 動 酸 化 3 日 目 と い う 状
恵 は T) ノ ー ル 酸 で は 成 長 反 応 の 段 階 で ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 生
成 が 急 増 し 始 め た 状 態 で あ り ､ ア ラ ヰ ド ン 酸 で は ヒ ド ロ ペ ル オ
ヰ シ ド の 分 解 過 程 で あ る と 考 え ら れ た ｡ C 0 Vは い ず れ の 脂 堺
酸 に お い て も 上 昇 し 続 け て い た が ､ リ ノ ー ル 酸 の 日 動 酸 化 で は
他 の 脂 肪 酸 の 場 合 の 約 半 分 と 少 な か っ た ｡
了 時 の P 0 V な ど の 各 種 デ ー タ を 示 し た .
終 産 物 の - つ で あ る 7nalo n ed ial dehy d eな
t hiob a rit u ri c a c i d( T B A ) に よ る T
Tab le X に は 反 応 終
脂 質 過 酸 化 反 応 の 最
ど と 反 応 し て 発 色 す る
B A 値 1 8 3 )は ､ リ ノ -
ル 酸 の 場 合 著 し く 低 か っ ･ た ｡ ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ヒ ド ラ ジ ン に よ
り 捕 捉 さ れ た 排 気 中‾の 揮 発 性 カ ル ポ ニ ル 化 合 物 の ヒ ド ラ ゾ ン 誘
導 体 の 量 は リ ノ レ ン 酸 が 他 に 比 べ て 約 1 / 5 と 少 量 で あ っ た ｡
捕 捉 さ れ た カ ル ポ ニ ル 化 合 物 は い ず れ の 脂 肪 酸 に お い て も ､
fo r n al de hyde ､ a c et aldehyde ､ pr o pio n al dehyde お よ ぴ
hex a n al で あ り ､ 大 き な 違 い は 認 め ら れ な か っ た ｡
Tab le X
c ha r a cte ristic s of a uto xi d iz ed l in oleic a ci d(1 8:2), 1 in olen ,ic
a cid (18:3) and a r a ch 土do n土c a ci d(20:4)･
Pu柏
po甘 COV TB免 D鞘P閃
一 甘RAP
tLeq/g peq/g n m Ot/mg mg
18■:2
18:3_
20:ヰ
1
.
990 710 42 189
2250･ 134O 875 36
21叩 106O 841 19卑
polyu n s atu r ated fat ty a cid (P U P A) w a s a utoxi d iz ed fo r 3
days
u nde r o xyge n aヒ 40
oC in t he pre se n c e of Co(工工)I
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C 0 V を 構 成 し て い る カ ル ポ ニ ル 化 合 物 の 種 類 の 違 い を 調 べ
る た め ､ 反 応 混 合 物 の ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ヒ ド ラ ゾ ン 誘 導 物 を H
㍗ L C で分 析 し た ｡ リ ノ ー ル 酸 は 二 次 産 物 の 生 成 に 至 ら な い 状
態 で あ っ
4 9 A) 0
成 物 に な
る と ア ラ
認 で き た
な か っ た
分 離 パ タ
と リ ノ レ
≡
⊂=
1= ⊃
I,”
CV?
■l･･ →J
rq
む
u
E =
lq
J =l
i_
a
∽
J= 1
･<
た の で ､ カ ル ポ ニ ル 化 合 物 の 生 成 は 少 な か っ た (F ig.
リ ノ レ ン 酸 と ア ラ ヰ ド ン 酸 ほ と も に 二 次 産 物 が 主 要 生
っ て い る 状 態 で あ っ た が ､ カ ル ポ ニ ル 生 成 物 を 比 較 す
キ ド ン 酸 で 時(E 卜 4 - hydr o xy - 2 - n o n e n al ( 矢 印)が 確
(F ig . 4=9 C ) の に 対 し ､ リ ノ レ ン 酸 で は 生 成 し て い
(Fig . 4 9 B ) ｡ ま た 生 成 す る ア ル デ ヒ ド の H P L C
- ン は リ ノ ー ル 酸 (Fig . 31 も 参 照 ) ､ ア ラ キ ド ン 酸
ン 酸 と で は 異 な っ て い た ｡
(A)
○ 中 A 0
Iu (り ■■
(B)
4 0 dP
■ヽ
o O q>
AJ fり
RetentionTim e(打in)
(C)
芸 q ' dB 悪 霊
Fig･ 4 9･ High pe rfo r m an c e l iquid
chr o m atogr a m sof
d initr ophe nyl hydr a z o n e s of c a rbo nyl c o
m po u nds fr om
a ut｡x土dat io n of l 土nole土c a cid (A), 1土n ole nlc a cid
a r a ch i do nic a cid (C) fo r 3 days u nde r o xy ge n at 4 0
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tbe 2.4 -
t he
(B) and
oC .
第 2 節 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 酸 化 物 の ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 に 対 す る
毒 性
ヒ ト 婿 帯 静 脈 内 皮 細 胞 は 第 4 章 で 単 離
か し 本 実 験 で は ､ 細 胞 を コ ン フ ル エ ン ト
脂 / c m 2 ) に し て 実 験 に 用 い た ｡ 2 5
の 酸 化 混 合 物 を 添 加 し た ア ー ル 液 中 で 3
ベ た o I) ノ ー ル 酸 の 酸 化 混 合 物 は ､ リ ノ
か に 強 い 毒 性 を 示 し た (F ig . 5 0 A ) 0
し た 細 胞 を 用 い た ｡ .し
( 集 密 的 ; 約 1 05 細
〟 M の脂 肪 酸 ま た は そ
時 間 培 養 し て 毒 性 を 調
- ル 酸 自 身 よ り も 明 ら
リ ノ レ ン 酸 の 場 合 は 逆
に 酸 化 混 合 物 の 方 が 酸 自 身 よ り も 毒 性 が 弱 か っ た
B ) . ア ラ ヰ ド ン 酸.で は ､ 酸 白 身 と 酸 化 混 合 物 と
認 め ら れ な か っ た (Fig . 5 0 C ) ｡ 毒 性 を 示 し た
よ び 毒 性 成 分 が 含 ま れ て い る と 予 想 さ れ た ア ラ キ
川8
～
･
～
G
亡
a)
p
50
O }
くJ
演
A
川 25 50
Fig. 5 0
B
0 川 25 5 0
Concentration(l州)
( Fig . 5 0
の 間 に 差 異 は
リ ノ ー ル 酸 お
ド ン 酸 の 酸 化
C
0 10 25 50
Let hal ef fe cts of polyu n s atu r ated fat ty a ci ds (o)
a nd a uto xid iz ed o ne s (㊨) o n hu m a n e ndot helia l c el ls : (A),
1 in oleまc a cid; ( 引. 1 in ole n土c a ci d; (C)′ a r a ch l do n土c a ci d.
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混 合 物 に つ い て ､ 実 際 に 毒 性 を 引 き 起 こ し て い る 化 合 物 を 検 索
す る 目 的 で ､ カ ラ ム に よ る 分 画 を 試 み た ｡
山 敷地_盈+皇_勉_垂__旦_毒 性 化 合 物 の 検 索
リ ノ ー ル 酸 を 3 日 間 自 動 酸 化 し た 混 合 物 ( 2
を 投 与 し た と き の 細 胞 生 存 率 は 8 3 % で あ っ た ｡
5 〃 M 相 当 量)
こ の 混 合 物 を
シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ( ヘ キ サ ン / エ ー テ ル ; 9 0:1 0- 0:1 0 0､ v/v)
に よ り 6 分 画 に 分 け た ｡ こ れ ら の 分 画 の 相 対 重 量 お よ び 細 胞 壁
存 率 を Fig . 5 1 に示 し た ｡ 最 も 強 い 毒 性 を 示 し た 分 画 4 を さ ら
に H P L C[Im e rt si 1 0DS - 5 ; ア セ ト ニ ト リ ル / 水 ( - 3 0:7 (卜
I
～
ヽ
ヽ
ヽ
も
Mf
'
xt. 1 2
(a.3 10.1 19.2 29.5 23.3
6 FractionNo.
17･6 %Weight)
108
ー
l●■lJ
∽
一芸
至 58
q J
u
衣
Fig･ 5l･ Let hal ef fe cts a nd r elativ e w eights of fr a ctio n s
fr o m si lic a gel dolum n chr oma togr aphy of a uto xid iz ed
l土n ole土c a ci d.
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6 0:i O- 1 0 0:0 - / - 1 0- 3 0- 5 0- ､ Ⅴ/v/ min) ; 9 0 m l/hr ; 2 1 5n m]
を 用 い て F ig . 5 2 に 示 す よ う に 9 分 画 に 分 け た o そ の 相 対 量 量
と 細 胞 生 存 率 を F ig . 5 3 に示 し た ｡ 強 い 毒 性 を 示 し た 分 画 4･
-
6 は ス ペ ク ト ル デ ー タ か ら リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド で あ
る こ と が 判 明 し た o 分 画 4 - 5 も 主 要 成 分 は T) ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ
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ペ ル オ キ シ ド で あ っ た ｡ 分 画 4 - 4 や 4 - 8 も 毒 性 を 示 し た が ､
か な り の 混 合 物 で あ っ た た め 毒 性 成 分 の 確 認 ほ で き な か っ た ｡
た だ し こ れ ら の 分 画 に は 前 章 で 見 い 出 し た 毒 性 ア ル デ ヒ ド は 含
ま れ て い な か っ た o 結 局 ､ 本 実 験 に お け る !) ノ ー ル 酸 酸 化 混 合
物 の 示 す 毒 性 は ､ 分 画 4 の 約 半 分 ( 分 画4 - 5 お よ ぴ 4 - 6)こ
す な わ ち 全 混 合 物 の う ち 約 1 5 % の 攻 量 で 生 成 し た T) / - ル 酸
ヒ ド ロ ペ ル オ キ ン ド に よ る も の で あ る こ と が 明 ら か に な っ た ｡
ま た 分 画 2 お よ び 3 は 原 料 の リ ノ ー ル 酸 が 主 要 成 分 で あ っ た .
- 8 7-
ア ラ ヰ ド ン 酸 酸 化 混 合 物 申 の 毒 性 化 合 物 の 検 索
ア ラ ヰ ド ン 酸 を
細 胞 生 存 率 は 8 0
( ベ ン ゼ ン / エ ー
る.と ､ 分 画 5 の み
よ び 4 は 原 料 の ア
3 日 間 自 動 酸 化 し た 混 合 物 を 投 与 し た と きLの
% で あ っ た ｡ こ の 混 合 物 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム
テ ル ; 9 0:1 0 - 0:1 0 0､ Ⅴ/v ) で 7 分 画 に 分 け
に 毒 性 が 認 め ら れ た (F ig . 5 4) ｡ 分 画 3 お
ラ ヰ ド ン 酸 で あ っ た ｡ そ れ 以 外 の 分 画 は ほ と
ん ど 毒 性 を 示 さ な か っ た ｡ 分 画 5 を さ ら に H P LC [ In e rtsi l
＼ ′ノノ
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砂†
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Fig･ 54･ Le thal effe cts a nd r elativ e w eigh ts of fr a ct io n s
fr o m si lic a gel co lu m n chr o m atogr aphy of a utoxid iz ed
a ra ch i do ni. c a cid.
O DS- 5 ; ア セ ト ニ. ト リ ル / 水( - 3 0:7 (ト8 5:15 - 85:1 卜 10 0:0 - /
- 5 - 40 - 5 0- 7 5- ､ Ⅴ/v/ nin) ; 9 6 nl/h r ; 21 5 n m ] を 用 い て 1 1
分 画 に 分 け た (Fig . 5 5) ｡ こ の う ち 強 力 な 毒 性 を 示 し た の は
- 88-
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Fig. 55. High perfor m a n ce liqui d chr om a to gr aphy of the
fr a ct io n 5 o f Fig . 54.
分 画 5 - 2 で あ り (F ig. 5 6 ) ､ こ れ は ス ペ ク ト ル デ ー タ お よ
ぴ H P LC の 共 ク ロ マ
n o n e n al (攻 率 ､ o .
4 も 毒 性 を 示 し た が ､
は 確 認 で き な か っ た ｡
ト グ ラ フ イ - か ら (Eト ト hydr o xy - 2 -
6 % ) で あ る こ と を 確 認 し た ｡ 分 画 5 一
畳 が 少 な く 混 合 物 で あ っ た た め 毒 性 成 分
他 の 分 画 は 全 く 毒 性 を 示 さ な か っ た ｡
- 8 9-
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h igh
Fig.
第 3 節 考 察
異 な る 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 を 同 程 度 の 酸 化 状 態 に 酸 化 す る こ と
は 困 難 で あ っ た た め ､ 一 定 条 件 下 ( 4 0 oC ､ 3 日 間) で 酸 化 し
て ､ そ の 混 合 物 の 毒 性 を 検 討 し た ｡ 脂 肪 酸 白 身 の 毒 性 も 種 類 に
よ っ て 異 な る こ と が 報 告 さ れ て い る 1 = )の で ､ 酸 化 物 の 毒 性 は
原 料 の 脂 肪 酸 と 比 較 L な け れ ば なら ず ､ 単 純 に 他 の 脂 肪 酸 と の
比 較 は 出 来 な い ｡ 今 回 の 酸 化 条 件 で は ､ 脂 肪 酸 酸 化 物 の 毒 性 の
強 さ は リ ノ ー ル 酸 ､ ア ラ ヰ ド ン 酸 ､ リ ノ レ ン 酸 の 順 で あ っ た 0
分 子 中 の 二 重 結 合 が 増 加 す れ ば 当 然 酸 化 物 の 毒 性 も 増 加 す る で
あ ろ う と い う 予 想 と は 異 な る 結 果 で あ っ た ｡
不 飽 和 脂 肪 酸 は 二 重 結 合 の 数 が 多 い 程 酸 化 を 受 け や す い 9 8 )
の で ､ 同 - 条 件 下 で リ ノ ー ル 酸 ､ リ ノ レ ン 酸 お よ ぴ ア ラ キ ド ン
酸 を 自 動 酸 化 し た 場 合 ､ 酸 化 の 段 階 が 異 な る こ と は 予 想 さ れ た ｡
本 実 験 に お け る リ ノ ー ル 酸 の 過 酸 化 反 応 物 は ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ
ド の 生 成 が 増 加 し 始 め た 時 点 の 混 合 物 で あ り ､ そ の 主 要 な 毒 性
成 分 は リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド で あ っ た o こ の 碍 合 物 に
は 毒 性 ア ル デ ヒ ド は 含 ま れ て い な か っ た ｡ 二 次 産 物 が 主 要 部 分
に な る ま で 過 酸 化 反 応 が 進 行 し た 場 合 に は ､ そ の 混 合 物 の 毒 性
は 二 次 産 物 の 種 額 に 依 存 す る と い う 予 想 は ､ リ ノ レ ン 酸 お よ び
ア ラ ヰ ド ン 酸 の 酸 化 混 合 物 の 毒 性 実 験 か ら 支 持 さ れ た ｡ す な わ
ち リ ノ レ ン 酸 や ア ラ キ ド ン 酸 で は ､ 初 め に 生 成 す る ヒ ド ロ ペ ル
オ ヰ シ ド の 反 応 性 が 高 く ､ そ れ 自 身 が 毒 性 を 示 す 程 度 の 量 蓄 積
せ ず に 二 次 産 物 に 変 化 す る も の と 考 え ら れ る ｡ 実 際 ､ 別 途 合 成
し た ア ラ キ ド ン 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド は ､ リ ノ - ル 酸 ヒ ド ロ ペ
ル オ ヰ シ ド と 同 等 の 毒 性 を 示 し た ｡ リ ノ レ ン 酸 の 酸 化 混 合 物 は
毒 性 を 示 さ な か っ た が ､ ア ラ キ ド ン 酸 の 酸 化 混 合 物 か ら 毒 性 成
分 が 分 離.さ れ た ｡ そ の 化 合 物 は 前 章 で
ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 に 対 し
- 91-
て 毒 牲 が 認 め ら れ た 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド ､ (E) - A - hydr o xy - 2 -
n o n e n al で あ っ た ｡
第 3 葦 で 示 し た よ う に リ ノ - ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 自 動
酸 化 混 合 物 も ア ラ キ ド ン 酸 の 酸 化 混 合 物 と 同 様 に 毒 性 を 示 しT=.
二 次 産 物 の 毒 性 が ア ル デ ヒ ド 化 合 物 に 依 る と こ ろ が 大 き い と 想
定 す る と ､ リ ノ ー ル 酸 お よ び ア ラ キ ド ン 酸 と リ ノ レ ン 酸 と の 過
酸 化 反 応 に お け る 二 次 産 物 の 毒 性 が 著 し く 異 な る 原 因 の 一 つ と
し て ､ 二 重 結 合 の 位 置 の 違 い が 考 え ら れ る ｡ F ig. 5 6 に示 す よ
う に リ ノ ー ル 酸 お よ ぴ ア ラ キ ド ン 酸 は メ チ ル 末 端 か ら
炭 素 ( u - 6 ) か ら 二 重 結 合 が 存 在 す る の に 対 し て ､
酸 は 3 個 目 の 炭 素 ( w - 3 ) か ら 二 重 結 合 が 存 在 す る ｡
童 結 合 の 位 置 の 違 い は 二 次 産 物 と し て 生 成 す る ア ル デ
6 個 日 の
リ ノ レ ン
こ の ニ
ヒ ド の 種
額 に 大 き な 影 響 を 及 ぼ す と 考 え ら れ る ｡ 実 際 に リ ノ ー ル 酸 や ア
ラ ヰ ド ン 酸 に 比 べ て リ ノ レ ン 酸 か ら は 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド ( (E卜
4 - hydr o‡ y - 2 - n o ne n al を 含 め た ア ル ケ ナ ー ル ) の 生 成 が 少 な い
と の 報 告 も あ り 1 7 )､ こ の 考 え を 支 持 す る ｡ 実 際 に 本 実 験 に お い
て も リ ノ レ ン 酸 の 酸 化 混 合 物 中 か ら は (E) 一 卜 hydr o xy - 2 -
n o n e n al は確 認 で き な か っ た ｡
山
一 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 13 14 1 5 1 617 1B 1 9 2 0
(a) HCf(3
COO
(b) C E3
CO OE
(c) C OOtICE3
ヒ
Fig. 5 7. S tr u ctu r es of l in oleic a ci d(a), 1in ole nic a c.i d (b)
a nd a r a ch i do nic a ci d(c).
結 局 ､ 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 の 酸 化 物 の 毒 性 は ､ 初 め に 生 成 す る
ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 安 定 性 や 反 応 性 お よ び 二 次 産 物 の 種 類 の
相 違 に 依 存 す る と 考 え ら れ る ｡
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結 語
最 も 構 造 の 簡 単 な 過 酸 化 脂 質 で あ る リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ
キ シ ド の 化 学 的 性 質 お よ び 反 応 性 を 検 討 し た . き ら に T) / - ル
酸 な ど の 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド お よ び そ の 酸 化
生 成 物 で あ る ア ル デ ヒ
.
ド の 培 養 ヒ ト 細 胞 に 対 す る 毒 性 を 検 討 し ､
以 下 の こ と を 明 ら か に す る こ と が で き た ｡
① リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 異 性 化
リ ノ - ル 酸 を ダ イ ズ リ ポ キ シ ゲ ナ ー ゼ ー 1 を 用 い て 酸 化 し ､
主 生 成 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド で あ る (1 3 S卜 (9 Z, 1 1 E卜 1.3 -
hydr op er o xy - 9 , l l- octade cadie n oic a cid (Z, E - 1 3- L oo注) を H
P L C で 精 製 し ､ 化 学 的 安 定 性 を 調 べ た ｡ ヒ ド ロ ペ ル オ キ ン ド
の 分 解 や 異 性 化 は 溶 媒 お よ び 共 存 ガ ス に よ り 大 き な 影 響 を 受 け
た ｡ 酸 素 が 存 在 す る と ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド は 分 解 と 異 性 化 の 両
反 応 が 促 進 さ れ た ｡ 従 来 ､ ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド は 酸 素 が 存 在 し
な い 場 合 異 性 化 は 起 こ き な い と 報 告 さ れ て い た ｡ し か し ベ ン ゼ
ン や ク ロ ロ ホ ル ム 申 で は ア ル ゴ ン や 窒 素 気 流 下 に お い て も 異 性
化 が 起 こ る こ と を 見 い 出 し た ｡ ベ ン ゼ ン 中 で は ま ず 異 性 化 が 起
こ り ､ 初 期 に は 分 解 は 接 と ん ど 起 こ ら な か っ た ｡ し か し ク ロ ロ
ホ ル ム 中 で は 分 解 も 異 性 化 も 急 速 に 起 こ っ た o プ ロ ピ ル 干 ∵ テ
ル お よ び メ タ ノ ー ル 溶 液 で は ､ 酸 素 が 存 在 し な い 塊 合 に は 異 性
化 は 起 こ ら な か っ た ｡ 溶 媒 の 種 類 に よ っ て 脂 肪 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ
キ シ ド の 安 定 性 は 複 雑 な 影 響 を 受 け る こ と を 明 ら か に し た ｡ 漢
た 細 胞 毒 性 の 実 験 の 条 件 下 で は ､ 異 性 化 は 認 め ら れ な か っ た ｡
さ ら に Z, E - 13 - L O O ‡を ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で 封 入 し て 液 体 窒 素 中
に 保 存 す る と ､
■
2 ケ 月 経 過 し て も は と ん ど 分 解 せ ず ､ 異 性 化 ち
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数 % し か 起 こ ら な い こ と を 見 い 出 し た ｡
② ビ タ ミ ン E モ デ ル 化 合 物 に よ る リ ノ - ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ
ド の 捕 捉 反 応
精 製 し た Z , E - 1 3- L O O Ⅱと ビ タ ミ ン E モ デ ル 化 合 物
( ･2, 2 , 5, 7, 8 - p e nt a 一 刊 et hylchr o 7n a n- 6 - o 1) と の 反 応 を 試 み た ｡
ア ル ゴ ン 気 涜 下 F e ( Ⅱ ) と 混 合 し ､ ビ タ ミ ン E モ デ ル 化 合 物 が
ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド を 直 接 捕 捉 し た 付 加 生 成 物 と し て ep oxy -
(p e nta 7n et hylch r o m a n o xy) o ctad e c en oic a ci ds ( 競 何 異性 体 ､
2 種 類 ; 立 体 異 性 体 ､ 4･ 種 類) お よ び hydr o xym et ho xy(p e nta -
m etylchr o ma n o xy) o ctad ec e n oic a ci ds ( 位置 異 性 体 ､ 3 種 類)
を 単 離 確 認 し た ｡ エ ポ キ シ 型 付 加 物 に お け る ク ロ マ ノ キ シ 基 の
付 加 す る 方 向 に よ る エ リ ス ロ 体 と ス レ オ 体 の 両 立 体 異 性 体 の 生
成 お よ ぴ エ ポ キ シ 環 が 加 溶 媒 分 解 を 受 け た 付 加 物 の 生 成 は 今 回
初 め て 確 認 さ れ た も の で あ る ｡
酸 素 の 存 在 下 の 反 応 も 試 み た が ､
同 様 で あ
ー ル 酸 ヒ
素 に よ っ
抗 酸 化 剤
っ た ｡ こ の 結 果 ほ ビ タ ミ ン
ド ロ ペ ル オ キ シ ド 由 来 ラ ジ
て 影 響 さ れ な い こ と を 示 し
と し て 知 ら れ て い る チ オ ー
が ､ 酸 素 の 存 在 下 で は 全 く 効 果 を 示
い 相 藻 を 示 し ､ 生 体 内 に お け る ピ タ
生 成 物 は ア ル ゴ ン 気 涜 下 と
E モ デ ル 化 合 物 に よ る リ ノ
カ ル の 捕 捉 反 応 が 分 子 状 酸
て い る ｡ こ の 事 実 は 生 体 内
ル 化 合 物 の ラ ジ カ ル 捕 捉 性
さ な い と い う 報 告 と は 著 し
ミ ン E の 抗 酸 化 お よ び ラ ジ
カ ル 捕 捉 剤 と し て の 優 れ た 能 力 を 示 唆 す る ｡
③ リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド お よ ぴ そ の 酸 化 生 成 物 で あ る
ア ル デ ヒ ド の 細I胞 毒 性
培 養 細 胞 を 生 体 モ デ ル と し て 用 い る こ と に よ り ､ 過 酸 化 脂 質
の 毒 性 判 定■を 容 易 に し た ｡ 培 養 細 胞 と し て は ヒ ト 線 推 芽 細 胞 ま
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た ほ ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 を 用 い た ｡ ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 は 最 近 ま で
継 代 培 養 が 困 難 で あ っ た ｡ し か し 動 脈 硬 化 を 始 め と す る 血 管 系
疾 患 へ の 過 酸 化 脂 質 の 関 与 を 研 究 す る 場 合 に は ､ 他 の 動 物 で は
な く ヒ ト の 血 管 内 皮 細 胞 を 使 用 す る こ と が 重 要 で あ る ｡ 著 者 ら
は M C D B系 培 地 を 使 用 す る こ と に よ り ､ ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 の
継 代 培 養 を 実 現 し た ｡ 培 地 に 血 清 な ど 種 々 の 成 分 が 含 ま れ て い
る 場 合 ､ 試 験 化 合 物 カラそ れ ら の 成 分 と 反 応 を 起 こ す と ､ そ の 毒
性 が 過 小 評 価 さ れ る 可 能 性 が あ る こ と を 明 ら か に し た ｡ 特 に ､
不 飽 和 脂 肪 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド は 血 清 含 有 培 地 中 で は 毒 性 が
か な り 繊 弱 化 す る こ と を 確 認 し た ｡ ア ー ル 液 中 に ヒ ド ロ ペ ル オ
ヰ シ ド を 添 加 し て 培 養 す る と ､ ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド は 線 維 芽 細
胞 お よ び 血 管 内 皮 細 胞 の 両 細 胞 に 対 し て 毒 性 を 示 し た ｡ 脂 質 過
酸 化 反 応 の 二 次 産 物 の 一 つ で あ る ア ル デ ヒ ド に つ い て 毒 性 を 調
べ た と こ ろ ､ い ず れ の 細 胞 に 対 し て も そ の 分 子 内 に 二 重 結 合 を
含 む 不 飽 和 ア ル デ ヒ ド が 毒 性 を 持 つ こ と を 見 い 出 し た ｡ 特 に ､
4 位 に ヒ ド ロ キ シ 基 が 付 加 し た (Eト ト hydr o xy - 2 - n o n e n al お よ
ぴ (E , E) - 2, 4 - de c ad ie n al が 強 い 毒 性 を 示 し た . 二 重 結 合 を 2
個 含 む ア ル デ ヒ ド で あ る ア ル カ ジ ュ ナ ー ル に 毒 性 が あ る こ と は ､
本 研 究 で 初 め て 確 認 さ れ た ｡
ま た 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 の 酸 化 混 合 物 の ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 に 対
す る 毒 性 を 検 討 し た ｡ リ ノ ー ル 酸 お よ び ア ラ ヰ ド ン 酸 の 酸 化 混
合 物 に は 毒 性 が 認 め ら れ た が ､ リ ノ レ ン 酸 の 酸 化 混 合 物 は 毒 陳
を 示 さ な か っ た ｡ こ の 実 験 条 件 下 ､ リ ノ ー ル 酸 の 酸 化 混 合 物 中
の 主 要 毒 性 成 分 は リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド で あ り ､ ア ラ
キ ド ン 酸 の 酸 化 混 合 物 中 の 主 要 毒 性 成 分 は (Eト 4 - hydr o xy - 2 -
n o ne n al で あ っ た ｡ こ れ ら の 結 果 は 高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 の 酸 化 物
の 毒 性 は 脂 肪 酸 の 種 類 に よ っ て 異 な る こ と を 示 唆 し ､ そ の 原 因
は 一 次 産 物 で あ る ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド の 安 定 性 や 二 次 産 物 の 相
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連 に よ る も の と 考 え ら れ た ｡
こ の よ う に 著 者 は 培 養 ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 を 生 体 モ デ ル と し て
用 い る 実 験 系 を 確 立 し た ｡ こ の 系 を 用 い る こ と に よ り ､ 従 来 分
子 レ ベ ル で は 不 明 確 な ま ま 扱 わ れ て き た 過 酸 化 脂 質 に つ い て ､
分 子 レ ベ ル に つ い て の 検 討 を 可 能 に し た ｡
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実 験 の 部
本 研 究 に 使 用 し た 機 器 は 以 下 に 示 す と う り で あ る o
H P L C
M S
N 班 R
U V
I 良
Va ri a n
V a ria n
Wate r s
Sb im adz u
8 5 2 0
5 0 20
Pr epL C/Sy ste m 5 0 0 A
L C - 6 A
S h ilm adz u- LEB 9 0 0 0 B G C - M S
J EOL J M S- I) Ⅹ3 0 4
Va ria n X L - 2 0 0
Ca ry 1 1 8 C
Ca ry 2 1 9
Ja s c o A - 2 0 2
c el l c o u n,te r Co ult e r Coll nter Z B I
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第 且 茸 の 実 験
班 臥L エ旦二L 虹三L土と
ド の 生 成
三 頚 フ ラ ス コ に リ ノ ー ル 酸 (2 . 8 0 g ､ 10 n m ol) を 入 れ ､ 4 ℃
に 冷 却 し た 0 . 2 M はう 酸 緩 衝 液 (pH 9. 0 ､ 3 8 0 ml) を 加 え て 撹 押
し て 乳 濁 液 に し た . ダ イ ズ リ ポ キ シ ゲ ナ ー ゼ ー 1 (4 . 7 2 ng ;
1 . 5 3 × 10
5
n ni ts/m g) を o. 2 M は う 酸 緩 衝 液 (2 0 ml
し て 添 加 し ､ 4
oC に 冷 却 し な が ら 酸 素 rL 6 時 間 通 じ.た ｡
酸 を 加 え て 酸 性 (pH 3 . 0) に し ､ ク ロ ロ ホ ル ム / メ タ ノ
2:1 ､ Ⅴ/v ; 2 0 0nl X 3 ) で 抽 出 し た ｡
(2 0 0nl X 3 ) し ､ 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ
除 い た 後 ､ 減 圧 下 で エ ー テ ル を 留 去 す る
が 得 ら れ た ｡ そ の 油 状 物 を シ リ カ ゲ ル カ
S i l icA R C C- 7 ､ 1 0 0g ;
Ⅴ/v ) に よ っ て 溶 離 す る
(4 6. 3 % )･が 得 ら れ ､
回 収 さ れ･た ｡ こ の ヒ ド ロ
Micr oPak S i- 1 0; ヘ キ サ
抽 出 液 を 一 緒 に
ム で 乾 燥 し た ｡
) に 溶 解
次 に 希 塩
- ル (
し て 水 洗
乾 燥 剤 を
と 淡 黄 色 油 状 物 (3 . 0 4 g)
ラ ム (Mal l in ckr odt､
ヘ キ サ ン / エ ー テ ル ､ 1 0 0:0 - 5 0:5 0､
と リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ ン ド 1. 4 5 g
原 料 の リ ノ - ル 酸 1. 19 g (4 2. 7 %) が
ペ ル オ キ シ ド を H P L C(V a ria n 50 2 0､
ン / エ タ / - ル / 酢 酸 ､ 9 8. 5:1. 丘51:0. 05､
Ⅴ/v ) を 用 い て 精 製 し(1 3S) -(9 Z, 1 1E卜13 - hydr ope r o xy - 9, 1l -
o ctade c ad ie n oic a ci d(Z, E - 13 - LO O Ⅱ) を 得 た .
リ ノ ー ル 酸 の 日 動 酸 化
丸 底 フ ラ ス コ に リ ノ ー ル 酸 (2. 0 g ､ 7. 1 m ol ) を 入 れ ､ 室 温
(2 4- 2 8
o
C)
･
､ 暗 所 で 3 日 間 撹 拝 し た o 酵 素 を 用 い た 実 験 と 同 様
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に 処 理 し て 反 応 混 合 物 か ら ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド 分 画 (4 9 9. 0 g ､
2 2. 1 %) を 得 た ｡ こ の 分 画 を さ ら に H P L C で分 離 す る と z , E -
1 3- L O O P(1 3 4. 0 g) ､ (9 E, l l E) - 1 3- hyd r op e r ox y - 9, 1 ト
o ctade cadie n oic a ci d(E, E - 1 3- LOOH; 7 7･ 2 g) ､ (1 0 E, 1 2 Zト キ
(1 0E , 1 2E) - 9 - hydr op e r o xy - 10 , 12 - o cta de c adie n oic a ci d (E. Z -
9 - L O O Eと E, E - 9 - L O O II) と の 混 合 物 (2 4 0. 6 g ) が 得 ら れ た o N ”
R は trin et hylsi la n e( T ” S) を 内 部 標 準 と し て 測 定 し た o
1 3c - N M Rの ス ペ ク ト ル デ - タ の う ち C - 4 - 7 の 帰 属 は 文 献
を 参 考 に し て 推 定 し た
●
1 9 5- = 8)
.
Z. E - 1 3- L O O H:
1Ⅱ - N 地R (C D30 1)6 0. 8 9 (t, 3 E, ∫ = 6 ‡z , I -
1 8). 1 . 3 2 (m , 8 I, E 1 4, 5, 6 a nd 7) , 1. 8 0 (n , 4 H, I - 4 a nd
l i), 2 . 1 9 (Tn, 2 H. 耳 - 8), 2 . 2 6 (t, 2 技, I : 7 ‡z , ‡ - 2), 4. 28
(n , lH, H - 13), 5. 45 (d t, 1 H, ∫ - 8 a nd 1 0 Iz , I - 9), 5. 5 7
(d d, l I, J = 8 a nd 16 Hz, ‡ - 12), 6 . 01 (d d, 1H, I ; 10 a nd
l lⅡz, l - 1 0), 6. 54 (d d, 1 E, J : l l a nd 1 6Ez , H - l l);
(CD C 13)6 0 . 8 9 (t , 3 E, ∫ = 7 Hz, ‡ - 1 8), I. 3 4(n , 8 I, Ⅱ - 4,
5, 6, a nd 7), 1. 6 5 (m , 4 耳, E - 3 and 1 4), 2 . 2 1 (n , 2 Ⅱ, I - 負),
2. 37 (t. 2 H, I = 7 Iz , I - 2). 4. 4 1 (q, 1 E, ∫ : 7 ‡z , Ⅱ - 13).
5. 5 2 (d t, 1 I, I : 8 a nd ll lz , I - 9) , 5. 60 (dd, 1 I, ∫ = 7
a nd 1 5 Ⅱz , H - 1 2), 6. 0 4■(t, l I, I - ll ‡z , ‡ - 1 0), 6 . 60 (dd,
1 I, I I l l a nd 15 Hz . I - l l); (C8D6)6 0. 8 6 (t, 3 Ⅱ, I = 6
Hz . 文 一 1 8), 1. ll a nd 1. 2 1(7n, 8‡, I - 4, 5, 6 a nd 7). 1. 4 9
(n , 2 I, H - 3),,
1 . 70 (m , 2 I, E - 1 4), 2. 10 (m , 4 H, I - 2 a nd 8),
4･ 4 2 (n , 1 E, H - 1 3), 5 . 5 7 (n , 1I, ? - 9), 5. 6 2 (d d, 1 Ⅱ, J = 8
a nd 1 5 古z . Ⅱ - 1_2), 6. 12 (t , lH, I : ll Ⅱz , a
- 1 0), 6. 73
1E, I = ll a nd 1 5 Hz , I - ll). 1 3c - ⅣMR(C D30I))6 14. 3
18), 2 3･ 4 (C - 1 7), 2 5. 8 (C - 3 and 1 5), 2 8. 4 (C - 8), 2 9. 8
- 10 0-
(d d
(C -
(C -
4) , 3 0. 0 (C - 5 a nd 6), 3 0. 4 (C - 7), 3 2. 7 (C - 1 8), 3 3. 6 (C -
1 4), 3 逢. 8 (C - 2), 8 6. 9 (C - 1 3). 1
r
2 9. ･1 (C- 10), 1 2 9. 逢 (C - l l),
1 3 3. 3(C - 9), 1 3 3. 5 (C - 1 2), 1 77. 2 (C - 1). (C D C13)6 1 4. 0
(C - 18), 2 2. 9 (C - 1 7) , 2 4. 7 (C - 15), 2 4. 9 (C - 3). 2 7. 7 (C- 8),
2 9. 0 (C 一 連, 5 a nd 7) , 2 9. 4 (C - 6), 3 1. 8 (C - 1 6), 3 2. 6 (C- 1 4),
3 4. 1 (C - 2) , 8 6. 7 (C - 1 3), 12了. 冒 (C - 1 0), 1 2 9. 7 (C - l l), 1 3 1. 5
(C - 1 2), 1 3 3･ 6 (C - 9)..
1 7 9. 2 (C- i); (C6D6)6 1i. 2 (C - 1 8),
2 2. 9 (C - 1 7), 25. 1 (C - 1 5), 25. A (C - 3), 2 8. 0 (C- 8), 2 9. 2 (C -
4), 2 9. 3 (C - 5 a nd 6), 29. 8 (C- 7), 32. 2 (C - 1 6), 3 3. 2 (C十
1 4) , 34. 2 (C - 2), 86. 6 (C- 1 3) , 1 2 8. 3 (C - 10), 129. 1 (C - l l),
1 3 2. 9 (C - 9), 1 3 3. 2 (C - 1 2), 1 78. 7 (C - 1). UV 入招富里H 2 3 4n n
( 8 , 2 ･ 6 3 x
.
1 04)I
E , E - 1 3- L O O E: 1Ⅱ- N地R (C D30D)6 0. 9 1 (t , 3 H, I - 6 Ez , 正 一
18) , 1. 3 4 (孤 , 8 E, : - 4, 5, 6 a nd 7), 1. 61 (n , 柑 , E 一 等 a nd
14) , 2. l l (n , 2Ⅰ壬, 正 一 8), 2 , 2 9 (t, 2E, 五 = 8 技z , 正 一 2), 4. 25
(m , 1 ‡, E - 13), 5. 5 0 (d d. lil. I = 8 a nd 15 Ez , H - 12), 5. 7 6
(dt , 1 E, ∫ = 7 a nd 1 5 丑z , I - 9), 6 . 1 2, (dd, 1I, ∫ ≡ 1 0 and
1 5 llz , 正一 1 0). 6. 2 0 (d d, 1‡, I = 1 0 a nd 1 5 flz . H - l l);
(C D C 13)6 0. 9 0 (t, 3 E, J ニ 6 Ez , H - 18), 1. 32 (m , 8H, エ ー 丘,
5, 6 a nd 7), 1. 6 5 (n , 丘‡, ‡ - 3 a nd 14), 2. 10 (帆, 2 ‡, 正 一 8),
2 . 3 7 (t, 2I, I = 6 ‡z , 江- 2), 4. 26(n , l芯, 江 - 1 3), 5. 5 0 (d d.
1Ⅰ, ∫ = 8 a rld 1 6 ‡z , エ ー 1 2). 5. 7 7(d t, l E, ∫
‡ - 9), 6. 08 (d d, 1 ‡, I = 9 a nd 1 5 Ez , I - 10),
J = 9 a nd 16 Ez , エ ー 11); (C6D6)6 0. 8 5(t ,
I - 18), 1. 10 a nd 1. 2 1 (n , 8 ‡｡ Ⅱ - 4, 5 , 6 a nd
2I, a - 3), 1 . 7 0 (m , 2 E, Ⅱ - 1i), 2. 0 0 (a , 2Ⅱ.
= 8 a nd 15 ⅠIz .
6 . 30 (d d, l E,
3技, J = 6 ‡z,
7), 1. 48 (m ,
I - 8), 2 . 0 9 (t,
2‡, ∫ = 7 Iz , I - 2), A . 3 6 (t, 1 T, ∫ = 7 ‡z , 冗 - 1 3), 5. 5 0 (dd,
l I, ∫ = 7 and 15Ez , ‡ - 1 2), 5 . 6 3(d t. 1I, ∫ : 7- a nd 15 Ⅱz ,
- 101-
: - 9), 6 . 0 8 (d d, 捕 . ∫ - l l a nd 1 5 Iz , H - 1 0), 6･ 3 0 (d d, l il.
∫ ≡ l l a nd 1 5 Ez , 荏 - l l). 1 3c- 柑 R (C D C 13)6 1 4. 0 (C - 1 8),
2 2. 8 (C - 1 7),
a nd 8), 3 1. 8
1 2 9. 1 (C- 1 2),
17 g. 9 (C - 1);
a nd 1 5)＼ 2 g. 2
2 4. 7 (C - 1 5), 2 5. 0 (C - 3). 2 9. 0 (C - 4, 5 , 6, ㍗
(c - 1 6), 3 2. 6 (C - 1 i), 3 4. 0 (C - 2), 8 6. 8 (C - 1 3).,
1 2 9. 3 (C - 10), 1 3 5. 2 (C- l l). 1 3 6. 5 (C - 9),
(c6D6)6 1 4. 2 (C - 18) , 2 4. 9 (C - 17), 2 5. 4 (C - 3
(c - 6), 29. 3 (C - 4 a nd 5), 29 . 4 (C - 7), 32. 1
(c - 8), 3 2. 9 (C- 1 6), 3 3. 1 (C - 1 4), 34. 1 (C - 2) , 8 6. 6 (C - 1 3),
1 30 . 2 (C - 1 2), 1 3 0. 3 (C - 1 0). 1 3 4. 7 (C - l l), 1 3 5. 8 (C - 9),
18 0. 3 (C - 1).
9 - L O O K: 1丑 - Ⅳも柑 (C D30D)6 0. 8 9 (t , 3 ‡. ∫ = 7 Iz , E - 18),
1 . 3 1 (” , 8H. Ⅱ- 4, 5 , 6 a nd 7), 1 . 6 0 (帆 , 4 Ⅱ, H - 3 a nd 14),
2 . 0 8 - 2. 2 0 (n . 2‡, I - 8), 2 . 27 (t, 2 H, I = 7 Ez , H - 2), 4. 2 5
(7B, 1‡, : - 9) , 5 . 丘5 (Tn, ‡ 一 旦旦), 5. 4 7 (d d. I - 8 a nd 14 Iz ,
Ⅱ - 主且), 5. 5 7 (dd,
'J - 8 a nd 15 Iz . ‡ - 主旦), 5. 72(d t, I = 7
a nd 14 ‡z . E - ii), 6. 0 1 (t , I - 1 0 ‡z , Ⅱ - il), 6. 0 6 (t , ∫ ≡
1 0 ‡z , R - i l), 6. 18 (dd, I I 1 0 a nd 15 Iz , I - 皇ユ) , 6. 5 4(d d,
∫ ≡ l l a nd 15 H 女, H -ii); (C D C13)6 0 . 8 9 (t , 3 Ⅱ, ∫ = 7 ‡左,
Ⅱ - 1 8)I 1･ 31 (n , 8‡･ E- 4, 5･ 6 チnd 7), 1･ 64 (n ･ 4‡･ I
- 3 a nd
1 4), 2. 16 (n , 2I, E - 8), 2. 3 6 (t, 2ⅠⅠ, I = 7 Ⅰz , I- 2), 4. 3 8
(n , 1Ⅰ ,
1 5 liz .
H -主ユ),
9 - L O O I､
苫 - 9), 5. 5 6 (Ⅷ , ‡- 1 0 a nd 土旦), 5. 7 8 (d t, I : 7 a nd
‡ -主旦), 6 . 05 (m , 1 - 12), 6. 29 (d d, I ≡ 1 0 a nd 15 Ez,
6. 60 (dd, J : 10 a nd 15 Ⅱz , I -呈1). 但 し､ は E. Z -
は Eー , E - 9 - L O O ‡によ る シ グ ナ ル で あ る o 1 3c - N M R
(CI)So l))6 1 4. 3, 23 . 5. 2 6. 0, 2 6. 3. 30. 1, 30 . 2, 3 0. 5 , 32. 5,
33. 6, 3 3. 8 , 3 4` 9. 8 7. 2, 1 31. 0, 131. 3 , 13 5. 0 , 1 3 6. 4, 177. 5 .
1 in oleic a ci d: 1Ⅱ - m R (C D C 13)6 0. 9 2 (t , 3 I, I - 7 Ⅱz , I -
1 8), 1. 3 5 (m , 14II, I - 4, 5 , 6, 7 , 1 5, 1 6 a nd 1 7), 1. 6 5 (m ,
- 10 2-
2 H, 罪 - 3), 2 . 0 9 (m , 4 E. I - 8 a nd 1 4), 2. 3 8 (t , 2 Ⅱ, J = 7 Hz ,
H - 2) , 2. 8 1 (帆 , 2技 , H - l l), 5 . 逢0 (･m ,
1
4 I, 正 一 9 , 1 0. 1 2 a nd
1 3). 1 3c - Ⅳ朗R (CD3 0 D)6 1 i. 4 (C - 1 8). 2 3. 6 (C - 1 7), 2 6. 1
(C - 3), 2 6. 6 (C- l l), 2 8. 2 (C - 8 a nd 1 4), 3 0. 2 (C - 4, 5 a nd
6) , 3 0. 5 (C - 7), 3 0. 7 (C - 15), 3 2. 7 (C - 16), 3 5. 0
〉
(C - 2),
1 2 9. 1 (C - 1 0 a nd 1 2), 1 31. 0 (C - 9 a nd 1 3). 1 7 7. 6 (C - 1);
(C6 D6)6 1 41 2, 2 3. 0,
.
2 5. 0 , 2 6. 2, 2 7. 6 , 2 9. 3 , 2 9. 4 , 29. 5,
2 9. 8 , 3 0. 0, 3 1. 9. 3 4. 2, 1 30. 3 , 1 3 0. 4. 1 8 0. 6 .
望】.∠ー.ー二+ 拠 ______ド q_r5__些_オ ヰ シ ド の 異 性 化
Z, E - 1 3- ま た は E , E - 1 3- L O OH (7 . 8 m g ､ 2 5LL m Ol) を 1 ml ミ ニ バ
イ ア ル に 入 れ ､ ミ ニ ナ - ト パ ル
′
ブ s c - 1 3 (P ie r c eC he mic al)
を 装 着 し た ふ た を ゆ る く 付 け ､ 三 方 コ ッ ク を 付 け た ビ ニ ー ル 袋 に
入 れ た ｡ 三 方 コ ッ ク の 一 方 を 真 空 ポ ン プ に つ な ぎ ､ 他 方 を ア ル ゴ
ン (高 千 穂 商 事 ､ リ サ ー チ グ レ イ ド; 酸 素､ 5 p pm 以 下) (ま た
は 窒 素 や 酸 素) ボ ン ベ に つ な い だ ｡ 脱 気 と ガ ス 導 入 を 4 回 線 り 返
し､ ア ル ゴ ン を 導 入 し た 段 階 で ふ た を き つ く 締 め て 袋 か ら 出 し た ｡ ･
ア ル ゴ ン で 十 分 に 飽 和 し た 溶 媒 (o . 5 ml) を シ リ ン ジ で 注 入 し て
I) ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド を 溶 解 し た o バ イ ア ル を 水 浴 で
5 0
o
C に 温 め な が ら ､ 経 時 的 に 反 応 混 合 物 を 採 取 し て ､ H P Lt
お よ び 吸 光 度 ( 2 3 4n m ; ジ ュ ン 吸 収) を 測 定 し ､ リ ノ ー ル 酸
ヒ ト ロ ペ ル オ ヰ シ ド の 異 性 化 と 分 解 を 観 察 し た ｡
脱 気 下 に お け る リ ノ ー ル 酸 ヒ 仁旦_ 也
-10 3-
ア ン プ ル に Z, E - 1 3- L O O H の 5 0m湖 ベ ン ゼ ン 溶 液 を 入 れ ､ 液 体 窒 素
で 凍 結 し て ､ 水 銀 拡 散 ポ ン プ で 脱 気 (5 . 0 × 1 0
- 4
1n mlg ) し た .
室 温 に 戻 し て ､ ベ ン ゼ ン 溶 液 を 融 解 し ､ 再 び 凍 結 し て 脱 気 し た ｡
こ の 操 作 を 5 回 線 り 返 し て ､ 凍 結 脱 気 し た 状 態 で ア ン プ ル を 封 じ ､
5 0 ℃ に 温 め た ｡ 反 応 申 ア ン プ ル を 順 次 開 封 し て ヒ ド ロ ペ ル オ キ
シ ド の 異 性 化 と 分 解 を 上 述 と 同 様 に し て 経 時 的 に 調 べ た ｡
第 2 章 の 美 顔
原 料 合 成
T) ノ ー ル 轡 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド (Z, E - 1 3- LO O E) の 合 成 は 第 1
章 と 同 様 に し て 行 っ た ｡ H P iC に よ る 精 製 に は ､ 官at e rs社 の 大
量 分 取 用 H P L C(Pr epL C/Sy st e m 5 0 0 A) を用 い ､ PrePak - 5 00/
S ilic aカ ラ ム に ヘ キ サ ン / エ タ ノ ー ル / 酢 酸 (9 8. 7:1. 25:0. 0 5､
Ⅴ/v ) を 帝 都 液 と し て 用 い て 単 離 し た ｡ ビ タ ミ ン E モ デ ル 化 合 物
(2,芦, 5, 7 , 8 - pe nta 刊 et hylch T O m a n- 6 - o1) は Nils s o n1 8 9 ) の 方 法 に
よ っ て 合 成 し た ｡
班 土+
邑旦 _互_且 ∠ 二 _ 私 産
応
Z, E - 1 3- L O O‡ (1. 1 2 g､ 3. 6 m ol ) お よ ぴ 2, 2 , 5, 7, 8 - p e nta -
7n ethylchr o Ⅶ a n- 6 - o 1 (0. 8 0 g､ 3. 7 7n n Ol) を メ タ ノ ー ル (65 nl)
に 溶 解 し ､ ア ル ゴ ン を 通 t3 な が ら 水 浴 で 4 ℃ に 冷 却 し た o そ の 溶
-1()4-
液 に ア ル ゴ ン 飽 和 メ タ ノ ー ル に 溶 解 し た 過 塩 素 酸 第 一 鉄
[F e(Cl od)2 ･ 6 琵20 ; 1. 34 g ､ 3. 7 T m Ol ] を 滴 下 し ､ さ ら に 2 0
分 間 冷 却 し な が ら ア ル ゴ ン を 通 L: た o 次 に 減 圧 下 で 溶 媒 を 留 去 し ､
容 量 を 約 1 / i 0 に濃 縮 し た o 残 留 物 に エ ー テ ル (4 0 7nl ) お よ
び 水 (2 0 m l ) を 加 え て ､ 振 塗 し た ｡ エ - テ ル 層 を 分 離 し て 無 水
硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し た 後 ､ 乾 燥 剤 を 除 去 し て エ ー テ ル を 留 去
し た o 残 留 物 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム に 掛 け ､ ヘ キ サ ン / エ ー テ ル (
5 :1 - 1:2､ Ⅴ/v ) で 溶 離 し た o さ ら に 各 分 画 を H P L C(Va ri a n
5 0 2 0､ M icr oPak S 卜 5; ヘ キ サ ン / エ タ ノ ー ル / 酢 酸､
9 8. 5 :1. 45 :0. 0 5､ v/v ) で 精 製 し ､ epo xy(p e nta n ethyl
ch r o 7n a n O Xy)o ctade c e n oic a ci ds (メ チ ル エ ス テ ル に 誘 導 し て 精
製 ) [(I a), 8 6. 4 mg (A. 6%); (I b), 22. 逢 n g (1. 2%); (I c),
3 8. 8 mg (2. 1%)]､ hydr o xym etho xy(p e ntan ethylchr o ma n o xy 卜
o ctade c e r1 0i c aicds [ (証 a), 8 8. 1 mg (4. 5%); (Ⅱ b), 1 0 1. 7 m g
(5 . 2%);
(Ⅲ b),
2 1. 1 mg
1 6. 0 mg
(Ⅱ c), i5 . 1 n g (2. 3%)]､ [ (Ⅲ a), 8 2. 3 ng (4 . 2 %);
7 i. i mg (3 . 8 %); (Ⅲ c), 28. 6 mg (1. 5%)] a nd [(Ⅳ),
(1 . 1 %)】､ 13- hydr oxyo ctade c adienoic acid[(Ⅴ ),
(1. 5 %)】､ 1 3- o Xo - o ctade c ad ie n oic a ci d [(Ⅵ). 9 2. 0
Tng (8 . 8 %)]､ 2 - (3 - hyd r o xy - 3 - m ethylbu ト ト yl) - 3, 5, 6 - tr 卜
n ethy 卜 1, 4 - b e n z oq uin o n e[ (Ⅶ ), 4 1. 8 mg (7 . 1 %)】 and 5-
m etho xy - 2, 2, 7. 8 - t etr a met hylchr o man - 6 - o1 [(Ⅷ), 12 . 4 Ⅷg
(2 . 0%)] を 得 た ｡ 原 料 の Z, E - 1 3- L O O 毘は 全 て 反 応 し て 残 っ て い
■な
か っ た が ､ 2 , 2 , 5. 7 , 8 - p e nta m et hylchr o m a n- 6 - ol
J は 3 0. 8% Bl 収さ
れ た ｡ M S は メ チ ル エ ス テ ル ま た 放 そ の T M S 誘 導 体 に 変 換 し て
測 定 し た ｡
(I a): M S m/e 5 2 8(姐
＋
), 4 9 7(M
'
- C E30), 4 4 1, 42 8[姐
＋
-
c Ⅱ3(C ‡2)4C･‡0], 415[M
十
- c恥 (CI之)4CI(0)C‡〕, 3 0 3, 2 2 0
-105-
(chr o n a n ol
＋), 2 1 9, 1 6 4. 1Ⅱ - N M R(C D C 13)6 0. 8 8, 1 ･ 2 8,
1 . 6 0, i . 7 8, [2. 0 6, 2 . 1 2 a nd 2. 16] (e a ch s , e a ch 3 H, 5
'
,
7
-
a nd 8
'
- CH3), 2 . 2 g (t, 2‡ , I- 2) , 2. 56 (t. 2 H, a
- 4
'
),
2 . 6 9 (m , 1E, ‡ - 1 3), 2. 9 3 (d d, l E, I = 2 . 2 a nd 4. 9 ‡z ,
‡ - 12), 3. 6 6 (s . 3 Ⅱ, C O OCI3) , 3. 8 7 (d d, 0. 25H , ∫ ≡
5 . 8 Iz . E - olef inic I - l l), 4. 4 0 (d d, 0. 75I , I = 4. 9
Ez , Z - olef inic エ
ー 11). 5. 5 8 (孤 , 2 I. Ⅱ - 9 a nd 1 0). U V
n n ( 8 ) 2 8 3sh (246 0), 2 8 9(277 0). IR (CC 14) cⅦ
‾ 1
5 . 6 a れd
a nd 8. 3
人 伝去受H
2 9 3 5,
2 8 6 0. 1 745, 1 4 6 0, 1 2 6 5, 1 1 90, 1 17 0, 9 7 0(E - olefin), 9 0 0
(tr a m s- ep o xide).
(I b): MS Ⅷ/e 528(M
＋
), 4 98(M
＋
- C Ⅱ20), 4 4 1, 42 8[M
＋
-
cⅡ3(CH2)4CEO], 4 1 5[M
＋
- C Ⅱ3(C ‡2)4Cg(0)CH〕, 3 0 3, 2 20
(chr o m a n ol＋)･ , 2 1 9, 1 6 4. 1Ⅱ - N 始R(C D C 13)6 0. 8 9, 1 . 2 7,
1 . 5 6, 1 . 7 6, 〔2. 0 5, 2 . 1 2 a nd 2∴ 16] (e ach s , e a cb 3 Ⅰ, 5
'
.
7
●
a md 8
'
- C ‡3), 2. 2 9 (t , 2 ‡, I - 2) , .2. 5 6 (t , 2 I, H - 4
'
),
2. 8 0 (dt, 1E. I = 2. 2 a nd 5. 6 Hz , H - 1 3), 3 . 05 (dd, 1 I, I :
2 . 2 a nd 6. 3 旺z , Ⅱ - 1 2). 3. 早6 (s, 3 ‡, C O O CH3), 4. 2 5(d d, 1H,
I = 6. 3 a nd 8. 7 Hz , E - ll) , 5. 5 3 (m , 2H, ‡ - 9 and 1 0). UV
入 最も隻H ri m ( 8 ) 2 8 3.sh (227 0), 28 9(2 640). Ⅰ丑 (C C 14) c m
- 1
2 93 5. 2 8 6 0, 1 7 4 5, 1 46 0, 1 26 0, 1 170, 8 9 5(t r a m s- ep o xi de).
(I c): 胡S n/e 5 2 8(別
＋
), 497(M
'
- C I30), 4 4 1, 4 2 8[M
'
-
C ‡3(CI王2)4 C ‡0]; 4 1 5[H
＋
- C E3(C II2)4 C Ⅱ(0)C F]. 3 0 3, 2 2 0
(chr o m a rL Ol
'). 219, 16 4. Ill- N NR(C D C 13)6 0 . 8 9, 1 . 2 7,
1. 57. 1 . 77, [2. 0 5, 2 . l l a nd 2. 1 4] (e a ch s . e a cb 3 Ⅱ, 5
'
,
7
'
a nd 8
'
- CI3). 2. 3 0 (t, 2ⅠⅠ, I - 2) . 2. 5 6 (t, 2I, I - 4
'
),
2. 79 (dt, 捕 , I = 2 . 2 a nd 5. 7 Iz, I - 1 3), 3. 0 4 (d d, 1H, I =
2 . 2 a nd 6 . 2 Ⅱz , H - 12). 3. 66 (s, 3Ⅱ, CO OC‡3), 3. 81 (dd,
0. 25‡, ∫ = 6. 2 a nd 6. 4 Iz , I - l l), 5. 5 2 (n , 2Ⅰ, ‡ - 9 a nd
- 106-
1 0) . U V 人 品も受‖ n m ( 8 ) 2 8 3sh (2 4 2 0), 2 8 9(2 7 0 0). I R
(c c 14) c n
- 1 2 9 3 5, 2 8 60, 1 7 4 5, 1 4 6 0
･
, 1 2 6 5, l l g O. 1 1 70, 9 7 0
(E - olef in), 8 9 5(tr a m s- ep o xi de).
(Ⅱ a): MS 7n/e 5 8 0(M ＋), 52 9(姐
'
- C E30), .
4 6 0[M
十
- c H3(C tI2)4CHO
], 4 29(46 0- O C13), 41 5[M＋ - C H3(C E2)4 C ‡(0技)CH(O C E3)], 340(如
＋
-
chr o m a n ol). 3 2 3(3 40 - 0 ‡), 3 0 9(3 4 0- O CtI3), 2 4 0(4 6 01 Ch r o m a n ol
), 2 2 0(chr o m a n ol
＋
), 1 6 4; N S (T ”S de riv . ) n/e 6 3 2(M
＋
), 617
(M
＋
- C E3), 6 0 2(M
＋
- C Ⅱ20), 5 7 5[M
＋
- C 江3(C [2)3] . 5 1 7【旭
＋
- (C ‡2)4
C O2 CH3], 501 , 4 7 3, 455, 439. 4 1 5[M
＋
- C ‡3(C ‡2)4C 苫(0‡)CⅡ
(O CH3) ], 31 2, 2 2 0(chr o n a n ol
'
), 1 7 3[C Ⅱ3(C Ⅱ2)4C ‡O T M S], 1 6 4.
1H - NMR (C D C 13)6 0. 9 2, 1. 15 , 1 . 26 , 1 . 28, 1 . 5 8, i . 7 7, 1 . 8 6,
[2 . 0 5, 2 . 1 0 a nd 2 . 1 i] (e a ch s , e a ch 3 E, 5
'
. 7
'
a nd 8
'
- C I3),
2 . 3 2(t, 2 tI, E - 2), 2. 5 5 (t , 2 Ⅰ, 屯 - 4
'
), 3 . 3 0 (d d. 1 H. I I
1 . 7 a nd 6. 7 ‡z , a - 1 2), 3. 6 6 (s , 3 Ⅲ, C O OC‡3), 3. 7 4 (m , 1 E,
H - 1 3), 4. 32 (d d, lI, I = 6 . 7 a nd 9. 2 Hz.
1 Ⅱ, I = 6 . 4 a nd 1 5. 3 Ⅱz , ‡ - 9), 5. 4 5 (d d,L
1 5. 3 Iz , I - 1 0). U V 入后去受H n Tn(8 ) 2 8 2. 5
(3 0 2 0). I R (C C 14) c n
- 1 3 59 0 (0 耳), 2 9 3 5,
1 4 1 0, 1 2 6 5, 1 1 9 0, 11 7 0, 1 12 5, 1 1 1 0, 1 0 9 0,
‡ - ll), 5. 2 3 (d t,
1 I, ∫ = 9 . 2 a nd
(2 8 3 0),
.
2 8 8･ 5
2 8 8 0, 17 1 5, 146 0,
9 7 0(E - ol ef in).
(Ⅱ b): HS n/e 56 0(M
'
), 52 9(M
＋
- C I30). 4 6 0[M
十
- c正3(CI2)4CEO
], 4 2 9(46 0- O CI3), 415[朗
＋
- CE3(C Ⅱ2)4 C I(O E)CE(OC E3)], 340(M
＋
-
chr o n an ol), 323(3 4 0- OH), 3 0 9(3 4 0- OCE3), 2 40(46 0- chr o m a n o
■
1
). 2 2 0(chr o m a n ol
＋), 1 6 4; MS (T ”S de ri v . ) 孤/e 6 3 2(地
'
), 617
(M
＋
- C tI3), 6 0 2(M
'
- C I20), 5 17[H
'
- (CⅡ2)1C O2C ‡3】, 5 0 1, 4 1 5
[M
'
- C ‡3(CⅡ2)4C ‡(0 Ⅱ)C E(O CI3) ], i 1 2(M
＋
- chr o n a n ol), 3 1 2, 2 9 2,
2 2 0(chr o m a n ol
'
). 173[C‡3(C E2)4C H O T M S], 1 6 4.
1I- N 軸足 (C D C 13)
6 0 . 92 , 1 . 1 5, 1 . 2 7, 1. 29, 1 . 34, 1 . 61, 1 . 8 0, 1 . 9 0, [2･ 0 6,
2. 0 9 a nd 2･. 13] (e a ch s , e a ch 3Ⅱ, 5
'
, 7
'
a nd 8
'
- CH3), 2 . 3 6
-10 7-
(t, 2 H, E - 2), 2. 5 8 (t. 2H, I 一 度
'
), 3 . 4 5 (d d, 1 i, ∫ = 3 . 9
a nd 6. 9 Ez , I - 1 2), 3. 59 (s , 3E, C O OCH3), 3 . 70 (m , 1 H, H -
1 3), 逢. 3 1 (d d, 1 I, ∫ = 3 . 9 a nd 9. 逢 Hz , H - l l), 5 . 2 2 (dt ,
1 H, J= 5 . 9 a nd 15 . 5 Hz , fI- 9). 5 . 6 1 (d d, lil, J = 9 . 4 a nd
1 5. 5 Hz , H - 1 0). tJ V九岳主要H n m ( 8 ) 2 8 3sh (2 3 4 0), 2 8 9. 5
(2.7 7 0). i R (C C 14) c 7n
- 1 3 5 4 5.(O il), 2 9 3 5, 2 8 6 0. 1 7 1 5, 1 4 6 0,
l i10, l1 265 , l 1 7 0, 11 25, 1 1 1 5, l o g o, 9 75 (E 1 01efin).
(Ⅱ c): 別S n/e 560(M十), 46 0[M＋ - CB3(C I2)4CHO], 4 29(4 6 0- O C E3
), 415[M
＋
- C I3(C江2)4CⅡ(0‡)CⅡ(OCtI3) ], 3 41(M
＋
- chr o m an o ‡y
gr o np), 309(3 4卜 CH30 Ⅱ)I 2 40(4 6 0- chr o m a n ol) , 2 20(chr o m a n ol＋
), 1 8 4; 朗S (T ”S de riv . ) 7n/e 6 3 2(M
'
), 5 75[N
'
- C‡3(CⅡ2)3],
474, 455, 4 4 0, i1 5[M
＋
- C 江3(C 江2)4C H(OI)CH(O C E3)コ, 4 1 3(M
十
-
chr o m a n o xy.g r o up). 220(chr o m a n ol
＋
). 1 7 3[CH3(C Ⅱ2)ACIIOT MS],
16 4. 1E - 川 R (CDC13)6 0. 8 9, ､ 1 . 14, 1. 2 6, 1. 2 9, 1 . 5 8, 1 . 7 8,
1 . 87. 【2. 0 5, 2. 0 8 a nd 2. 12] (e a ch ･ s , e ach 3E, 5
'
, 7
'
a nd
8
'
- CH3), 2. 3 3(t, 2Ⅰ壬. Ⅱ - 2), 2. 56 (t, 2fI, Ⅱ - 4
'
), 3 . 逢5 (d d,
1 E. ∫ = 3. 2 a nd 5. 5 Hz, E - 1 2), 3. 6 8(s , 3凱 CO O C H3). 3. 88
(ov e rlap ped with O C I3 Sign al, 1H, H - 13), 4. 19(d d, lI, J
'
=
3 . 2 a nd 9 . 5 Ⅱz , H - l l), 5. 1 8 (d t, 1 I. I = 3 . 2 a nd 1 5. 5 Iz ,
a - 9), 5. 6 0 (d d, 1E , I = 9 . 5 a nd 1 5. 5 Ⅱz , ‡ - 1 0). UV 入后基受H
n n ( 8 ) 2 8 3sh (2480)タ 28g (2 79 0). 柑 (CCl4) c7n
‾ 1 3 5 90 ,
293 5, 2 8 6 5, 1 7 15, 14 6 0, 1 4 1 0, 1 2 6 5, i 17 0, 1 12 5, 1 0 9 0, 9 7 0
(E - ol efin).
(Ⅲ a): 肘S 孤/e 560(湖＋), 5 46, 52 9(朗十 - c I30), 旦60[M＋ -
C 臥3(C E2)4C ‡0]i 429(4 60- OCtI3), 4 15[柑＋ - C 毘3(C E2)4C ‡(O H)C E
(OCH3)], 40l, 341(M
'
- chr o m a no xy gr o up), 3 2 3(3 4 0- 0 Ⅱ). 3 0 9
(3 4 ト C E30Ⅱ), 2 4 0[3 4 0- CI3(C H2)dCIO] , 2 20(chr o n a n ol 十) . 1 64;
MS (Tu g de riv . ) m/e 632(H
'
), 6 17(M
十
- c‡3), 6 02(N' - C ‡20),
- 1 08-
5 0 1
,
471, 4 5 5, 4 3 9, 逢1 5[別
十
- c ‡3(C E2)4 C ‡(O I)C I(OC Ⅱ3) ], 41 3
(M
'
- chr o m an oxy gr o up). 3 7 1, 3 12,
'
2 9 2, 2 2 0(chr o n a n ol'), 1 73
[CE3(C 12)4 C‡O T M S], 164. 1耳 - N 朗R (C D C 13)6 0. 8 8, 1 . 2 7.
1 . 3 4, 1. 6 2, 1 . 7 6, [2 . 0 5, 2 . 0 8 a nd 2. 12】 (e ach s , e a ch 3fI,
5
'
, 7
'
a nd 8
'
- CI3), 2 . 3 3 (t , 2 ‡, H - 2). 2. 5 5 (t, 2H, ‡ - 4
'
),
3 . 2 2 (s , 3 H, C O O C E3), 3. 3 6 (d d, 1 I, I - 4 . 2 a nd 8. 0 Hz , H -
1 2) , 3･ i 2 (A , 1 I, Ir1 3), 底 ･ 17 (dt , 1 H, I - 5 . 5 a nd 8. 3 Ez ,
H - ll). 5. 2 6 (d d, 1E, J = 8 . 0 a nd 1 5. 5 Ⅲz , Ⅱ - 9), 5. 68 (d d,
1 H, J = 8 . 3 a nd 1 5. 5 Ez , ‡ - 1 0). tJV人 気吉望H n m (8 ) 2 8 3sh
(2 3 4 0), 2 89. 5 (2 6 7 0) . I R (C C IA) c m
‾ 1 357 0, 2 940 , 2 8 6 5,
1715, 1460, 14 1 5, 1 2 65, 1 17 0, 11 25, 1 100. 1 0 9 0, 98 0
(i - o lef in).
(Ⅲ b): M S m/e 56 0(M
十
), 5 産6, 5 2 9(M
＋
- CII3 0), 5 1 3(5 2 9- C ‡3).
4 6 0[M' - CI3(C fI2)4C H O], 丘4 6, 4 2 9(4 6 (卜 O CH3), 4 1 5[姐
'
-
C I3(C I2)4 C Ⅱ(0 ‡)CH(O C E3)], 3 41(別
＋
-
chr o n a n o xy gr o up), 3 2 3
(3 4 0- 0Ⅱ), 3 0 9(3 4 卜 C tI3O I), 2 2 0(chr on a n ol
＋
), 164; M S (T ”S
de riv . ) n/e 6 3 2(M 十) , 6 1 7(M ' - C H3), 60 2(M' + C Ⅱ20),
,
575[M
＋
- C E3
(C I2)3]. 5 01, 丘7l, 4 5 5, 4 39, 415[M
'
- C ‡3(C I2)4CfI(0 Ⅱ)C 汀(OC‡3
)】, 413(朗＋ - chr o ma no xy gr oup), 37 l, 2 92, 220(chr o n a nol＋),
1 73[C I3(CE2･)4C江O T MS], 16 i. 1 E- N 朋R (C D C13) 6 0. 88. 1. 25,
1 . 2 7. 1 . 3 4, 1 . 6 丘, 1 . 7 5, [2 . 0 2, 2 . 0 9 a nd 2. 1 3]･(e a ch s ,
e a ch 3H, 5
'
, 7
'
a nd 8
'
- C H3), 2. 34 (t ,‾2 E, I - 2), 2 . 52 (ti
2 I, I - 4
'
), 2 . 9 2 (s , 3E, COOC ‡3). 3 . 3 9 (dd, 1‡, J.
= 3. 6 a nd
8 . 4‡z , ‡- 1 2), 3. 6 0 (m , 1 F, H - 13), 4. 19 (d t,. 1 I, I
= 5. 8
a nd 8. 8 Iz , I - l l), 5 . 2 6 (d d, 1 H, I = 8 . 4 a nd 1 5. 5 技z , H-
9). 5. 6 5 (dd, 1 H, J = 8. 8 a nd 15. 5 Hz , Ⅱ/ - 1 0). UV 人品左受=
n m( 8 ) 2 8 3sh (23 1 0) , 28 9 (26 1 0). IR (CC14) c m
‾ 1 3 6 0 0,
2 940 , .2 8 6 5', 1 7 1 5. 1 460 , r1 4 10, 12 6 5, 1 1 7 0, 1 1 25. 1 1 0 0,
rlO 9ゝ -
10 9 0, 9 8 0(E - ol ef in).
(Ⅲ c): M S m/e 5 6 0(朗
十
), 5 丘6, 5 29(M
'
- C E30), i 6 0[M
十
-
c‡3(C‡2)4C H O] , 4 2 9, i 1 5[M
十
- c ‡3(C ‡2)4C技(O I)CE(OC恥 )], 4 0 1,
3 9 0. 3 6 8. 3 4 1(M
'
- c hr o m a n o xy gr o叩 ). 3 2 3(340 - O H), 3 09, 2叩
[3 丘0- C耳3(C I2)4C Ⅱ0], 2 2 0(chr o m an ol
') , 1 6 4; M S(T ”S de riv ･ )
n/.e 6 3 2(姻
＋
), 6 1 7(朋
＋
- C I3), 8 0 2(細
＋
- CE20). 5 7 5[M
'
- C I3(C H2)3〕,
501, 4 7 1. 4 5 5, 4 3 9, 415[朗
十
- c Ⅱ3(CI 2)4C:(OH)C H(OC‡3)], 4 13
(M
＋
- chr o m a n o xy gr o up), 3 7 1. 2 9 2, 2 2 0(chr o m a n ol
＋
), 17 3
[cI3(C且2)4CBOT MS], 16 4.
1H - NM R (C DC13)6 0. 8 8, 1 . 27 , 1 ･ 3 4.
1 . 6 3, 1 . 77, [2. 0 4, 2 . OB a nd 2. 1 2] (e a ch s , e a ch 3 H, 5
'
, 7
'
a nd 8
'
- C I3), 2. 3 4
1 (t , 2H. エ ー 2), 2 . 5 5 (t, 2 I, H - 4
◆
), 3 . 2 2
(s , 3 ‡, C O O CE3), 3 . 2 8 (d d, lI, ∫ - 5. 4 a nd 7. 7 Iz , Ⅱ
- 1 2),
3 . 3 2 (n , 1E, I- 1 3),
l l), 5. 1 7 (d d, l I,
J= 8 . 7 a n
.
d 1 5. 4 Ⅱz ,
(2 3 5 0), 28 9 (2 7 0).
4. 1 8 (d t, 1Ⅰ , I = 7. 7 a nd 8. 7 Ⅱz , I -
J = 7 . 7 a nd 15. 4 Iz , II- 9). 5. 70 (d d, 1 I,
E- 1 0) . U 甘 ぇ 最も隻
H
n m ( 8 ) 2 8 3sh
I R (C C IJ) c n
- 1 360 0, 2 9 i O, 2 865,
1 7 15. 1 46 0, 14 15, 1 26 5, 1 17 0, 11 25, 1 0 9 5, 1 0 9 0, 9 80
(E - olef in).
(Ⅳ) : NS n/e 5 6 0(M
'
), 5 4 6, 5 29(胡＋ - CI30),
2 20(chr o nan ol
＋
), 1 6 4; MS (T”S de riv.)n/e
O C E3), 55 8, 4 70, 4 5 5. 4 3 9, 3 8 1, 2 9 2, 2 8 4,
C H(OT 朗S)C Ⅱ= CⅡCⅡ(O C I3)], 2 2 0(chr o n a n ol
＋
),
5 1 4, 4 2 8, 3 9 2,
6 3 2(N
'
). 6 0 1(M
＋
-
2 4 3[M
'
- C ‡3(CtI2)4
1 9 9[H
＋
- C tI3(CH2)4
c耳(O TMS)C Ⅱ= C Ⅱ]. 173【C‡3(C ‡2)4CIO T MS], 16 4. 1Ⅱ - ⅣM R (C DC 13)6
0 . 8 6, 1 . 21,- 1. 2 8, 1 . 2 8,
2. 0 9 a nd 2. 1 3] (e a ch s ,
(t I 2E, 丑 - 2),- 2. 5 5 (t,
3. 67 (Ⅷ , 捕 , Ⅱ - 9), 3. 9 8
). 4. 0 7 (n , lI, tI - 1 3),
1 . 33, 1 . 4 9, 1. 6 2. 1 . 7 7, [2. 05,
e a cb･3Ⅰ ,
2‡, ‡- 4
'
),
(dd, 1II,
5. 27 (dd,
- il o-
5
'
. 7
'
a nd 8
'
- C E3) , 2. 3 5
3 . 58 (s , 3H, CO O C ‡3),
∫ = 5. 8 a nd 6. 4 Hz , ‡ - 10
1Ⅰ , J = 6. 4 a nd 1 5. 6 Ⅰz,
Ⅱ - l l), 5. 8 2 (d d, 1F, ∫- 9 . 4 a nd 1 5. 6 Hz , H - 1 2). U V 入后去受H
n m ( 8 ) 2 8 3sh (2 3 0 0) , 2 8 9(2 5 9 0). IR (C C 14) c m
‾ 1 3 5 9 0,
2 9 3 5. 2 8 65, 1 7 1 5, 1 4 6 0, 1 4 1 0. 1 2 6 5, 1 170 , 1 1 2 5, 1 0 9 5,
1 0 9 0, 9 8 0(E - olef in).
(Ⅴ ): lⅡ - N M R(C D C l3)6 0. 8 9 (t. 3 ‡, ∫ - 6 . 9 ‡z , a - 1 8),
1 . 3 3
2. 1 7
(n , 8 I, I - 4, 5 , 6 a nd 7), 1. 5 9 (m , 4H, H - 3 a nd 1 4),
(d t, 2 tI. J : 7 . 1 a nd 7. 3 Iz , a - 8), 2. 3 4 (t, 2?, ∫ :
7. 3 Hz , ‡ - 2), 4. 1 7 (dt, 1 ‡, I = 6 . 1 a nd 6 . 2 Ⅱz , : - 13).
5 . 4 4 (d t, l il, I = 7 . 3 a nd 1 0. 9, II- 9), 5. 6 6 (d d, 1 I, J ≡
6 . 2 a nd 1 5. 1 Iz , E - 12), 5 . 9 7 (t , 1H, ∫ ≡ 10 . 9 ‡z , H - 1 0),
6 . 4 9(d d, 1 ⅠⅠ, ∫ ≡ 1 0. 9 a nd 1 5. 1 Ⅱz , Ⅱ - l l). 1 3c - N凹R
(C D C 13)6 1 4. 0 (C - 1 8). 2 2. 6 (C - 1 7). 2 4. 7 (C - 3), 2 5. 1 (C -
1 5) , 2 7. 6 (C - 8), 28 . 9 (C- 4 , 5 a nd 6), 29. 4 (C - 7), 31 . 8 (C-
16) . 3 4. 0 (C - 2), 3 7. 3 (C- 1 i), ･73 . 0 (C- 1 3). 1 25 . 9 (C - ll).
1 27 . 9 (C - 1 0), 1 3 2. 8 (C- 9) , 1 3 5. 8 (C - 1 2), 17 9. 2 (C- I). U V
入 后義受H n m 2 3 4. IR (C C 14) c m
- 1 3 6 2 5, 2 9 3 5, 2 8 6 0, 1 7 1 5.
146 0, 1 4 1 0, 1 2 85, 12 6 0, 9 8 5, 9 5 0(E, Z - c o njug ated. d ie n e).
(Ⅵ ): MS m/e 3 08(M
＋
), 29 4(M
'
- C‡2), 2 38[M＋ - Cli署(CH2)2CE= CtI2
〕. 2 2 3, 2 0 9[u' - CH3(C I2)4C= 0], 17 7, 15 1[CI3(C Ⅱ2)4C(= 0)C 技=C H
CⅡ= C I
'
], 13 5. 1 1 1,
1H - N MR (CD C 13)6
1 2 ‡, ‡ - 4, 5 , 6, 7 ,
2 . 3 2 (t , 2 芯, H- 8) ,
2Ⅱ, ∫ = 8 ‡z ,
6. 16 (d d, 1 H,
9 9[C ‡3(C E2)4C= 0
＋
】, 83 , 7 1[CE3(C H2)十].
0 . 9 2 (t , 3E, J = 7 Iz , Ⅱ - 1 8), 1. 3 5 (7n.
1 6 a nd 1 7), 1. 6 6 (t , 4 I, Ⅱ - 3 a nd 1 5),
2. 3 8 (t , 2 H, ∫ = 8 Hz , ‡ - 1 4), 2 . 5 8 (t,
Ⅱ - 2), 5. 9 3 (dt, l H. I = 8 a nd l lHz , 班 - 9).
I I l l a nd ll lz , Ⅱ - 1 0), 6. 22 (d, l il, ∫ = 15
‡z , H - .1 2) , 7. 5 3 (dd, 1 E, ∫ : ll a nd 1 5Ez . H- ll), UV
人 品も史= nm 2 2 2, 2 78 . I R (C C14) c m
‾ 1 2 9 3 5, 2 8 6 0, 1 7 15,
16 7 5. 1625
'
. 1 5 90, 14 60, 1 4 10 , 12 8 5, 1 2 6 0, 99 5. 9 5 5(E, Z -
- 11 1-
c o rlj思gat ed die n e).
(Ⅶ ): M S m/e 2 3 6(M
十
), 2 2 1(朋
＋
- C E3), 2 0 3(2 2 1- H20), 1 7 8[m ＋ -
C 苫之 = C(C 拝き)O H], 163[消
＋
- C I2C(CE3)20 Ⅱ] 1 5 0, 1 4 9[M十 - (cⅡ2)2 C ,
(c I壬)0 ‡], 1 3 5(1 5 0- C Ⅱき), 5 9[C I3C H(C ‡3)O I
'
] . 1H - N朗R (C D C 13)
6 1 . 29 (s , 6E, C丑3), 1 . 5 3 (d d, 2 I, I = 5 . 1 a nd 6 . 3 Hz),
2 . 0 1 a nd 2. 0 4(e ach s , 6 Ⅰ a nd 3 E, CI3), 2 . 56 (d d, 2 H, ∫ ≡
5 . 1 a nd 6. 3 Rz). U V Å后去受
H
n m 2 6 2, 2 6 8. I R (CC 14) c m
‾ 1
3630
,
2980. 2 8 6 0, 1 6 8 5. 1645 , 146 0. 1 3 7 5, 1310, 1 275,
1285. 12 25.
(Ⅷ ): 旭S lれ/e 2 5 0(旭
＋
), . 2 1 8(朗
'
- C Ⅱ3 0Ⅱ), 203(2 1 8- C H3). lワg ,
1 6 3, 149 a nd 135 ( タ ロ マ ノ ー ル の 特 性 フ ラ グ メ ン ト イ オ ン ) .
1 正 一 州 R (C D C 13)6 1. 2 9 (s , 6 E, C ‡3), 1. 79 (t, 2 ‡, J ; 6 . 8
E z , Ⅱ - 3), 2. 12 (s , 3 fI, 7 - C E3). 2. 2 4(s , 3E, 8 - C I3), 2. 6 2
(t , 2 ‡, I = 6 . 8 Ez , ‡ - 4), 3 . 3 2 (s . 3I, O C I3), 4. 5 4 (s , 2 Ⅱ,
C旦20 C Ⅱ3). UV 入転義受H n m ( 8 ) 29 8 (4 20 0). IR (C C 14) c m
l l
3 6 3 0(O H), 2980. 2 9 30, 14 5 0, 1 370 , 1 270 (aryl ethe r),
117 0(alkyl etbe r). 1 100, 9 0 0.
第 3 章 の 実 験
試 薬
T) ノ ー ル 酸 お よ ぴ ダ イ ズ T) ポ キ シ ゲ ナ - ゼ ー 1 は S ign a
C hemic al Co . か ら､ p e nta n al は 和 光 純 薬 か ら､ h e x a nal お よび
(E) - 2 - he x e n al はAld r､ich C he mic al Co . か ら､ (E) - 2- hepte n al ､
(E卜 2 - o cte n al ､ (E 卜 2 - no ne n al､. (E, E 卜2, ト n o n adie n alお よ び
(E, E) - 2, ト de c ad ie n alは Al f･a Pr odtl.CtSJか･ら 購 入 し た ｡ リ ノ
ー ル
- 11 2-
酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド (Z, E - 1 3- LOOH ) は 第 1 章 と 同 様 に リ ノ ー
ル 酸 を ダ イ ズ リ ボ ヰ シ ゲ ナ - ゼ ー
.
1J処 理 し て 合 成 し た ｡ 分 取 用 H
P L Cカ ラ ム と し て S S C- Silic a - 5 2 5 1 N ( 千 秋科 学 ､ 5
JL m シ
T) カ ゲ ル ､ 径 2 0… ､ 長 さ 2 5 0Ⅷm ) を 伺 い た (溶 離 液 ; ヘ キ
サ ン / エ タ ノ ー ル / 酢 酸 ､ 9 7. 5:2. 4 5:0 . 05､ v/v ､ 流 速 ; 10 . 0 ml
/m in) o (E) 一 旦 - hyd r o 富y - 2 - n on e n al は a c r olein か ら 6 行 程 の 操 作
に よ っ て 合 成 し た ( 過.算 収 率 ､ 1 0. 5%)
l 18 ､ 11 1 )
｡ 9 - o ‡ o n o n a n oic
a ci d は オレ イ ン 酸 の オ ゾ ン 分 解 に よ り 作 製 し た 1-1 2 )o I) ノ ー ル 酸
ヒ ド ロ ヰ シ ド (Z, E - 1 3- L OX) は 相 当 す る ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド を
t riphe nylpho sph in eで 還 元 し て 得 た 1 1 3 )o
ヒ ト ニ 倍･体 線 維 芽 細 胞 の 培 養
ヒ ト 二 倍 体 緑 綬 芽 細 胞 ( T I G - 1 ) は 本 研 究 所 に お い て 胎 児
肺 よ り 樹 立 さ れ た も の で 6J )､ 7 0 P D L(集 団 倍 加 数)､ 程 の 寿 命
を 持 つ ｡ 実 験 に は 1 6 - 2 6 P D L の細 胞 を 用 い た ｡ 1 8 % ウ シ
胎 児 血 清 [ F B S; Gr and lsla nd Bi ologic al Co . (GIBC O) ] を
添 加 し た イ ー グ ル 基 礎 培 地 ( B M E; G I BCO ) を 加え た 径3 . 5 c n
プ ラ ス チ ッ ク デ ィ ty
し て ､ C O 2 培 養 器
3 7 oC で 培 養 し た ｡
L abo ratorie s) に よ
シ ュ (Lu x Scie nti f ic Co . ) 中 に 細 胞 を 播 種
( 5 %C ()2 - 9 5 % 空 気)
■ 中 に 静 置 し て
継 代 培 養 は 過 一 回o . 2 5% ト リ プ シ ン (D i fc o
り 3 7℃ で 1 0分 間 処 理 し ､ 2 - 4 × 1 0 4
細 胞 / 容 器に 播 種 し て 行 っ た ｡ 培 地 の 交 換 は 播 種 後 3 日目 に･行 っ
た ｡
ヒ ト 二 倍 体 線 推 芽 細 胞 へ の リ■ノ ー ル 酸 ヒ ド ワ ベ ル_を_辛_旦__ど_一重ー 土 壁
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連 ア ル ヂ ヒ___tfL旦_量_盤j≡__壁
リ ノ - ル 酸､ リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド (Z , E - 1 3- LO O H) ､
リ ノ - ル 酸 ヒ ド ロ ヰ シ ド (Z, E - 1 3- Lo ‡) ､ リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ
,
)y
オ ヰ シ ド 自 動 酸 化 混 合 物 ま た は 関 連 ア ル デ ヒ ド の 50 mM ユ タ ノ -
ル 溶 液 を 調 整 し た ｡ 自 動 酸 化 混 合 物 は 平 均 分 子 量 が 明 ら か で な か
っ た の で ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド と 同 一 と 仮 定 し て 希 釈 し た ｡ こ れ ら
の エ タ ノ - ル 溶 液 を o. 1 % ま た は 1 0 % F B S添 加 B M E で希 釈
し て ＼ 実 験 用 培 地 と し た ｡ 培 地 中 の エ タ
% 以 下 で あ っ た ｡ 継 代 培 養 で 播 種 し て 2
は 1 0 % F B S添 加 BIM E と 交 換 し ､ 1
物 を 含 む 実 験 用 培 地 と 交 換 し て さ ら に 1
は 下 記 の よ う に .し て 決 定 し た ｡
細 胞 生 存 率 の 定
ノ ー ル の 最 終 濃 度 は 0 . 1
日 後､ 培 地 をo . 1 %ま た
日 培 養 し た 後 ､ 試 験 化 合
日 培 養 し た ｡ 生 存 細 胞 数
デ ィ ッ シ ュ か ら 培 地 を 除 き ､ り ん 酸 緩 衝 液 (2 ml) で 2 回 洗 浄
し ､ o . 2 5% ト T) プシ ン 溶 液 (1 nl) を 加 え て 3 7 ℃ で 1 0分 間 処
理 し た ｡ 次 に 1 0 % F B S 添 加 B ” E (1 nl) を 添 加 し て ､ ピ ペ
ッ ト を 用 い て 懸 濁 液 に し た ｡ そ の 細 胞 懸 蘭 液 を イ ソ ト ン Ⅱ
(Co 尽1t e r Ele ctr o ni c s ､ 8 7ul) で 希 釈 し て Co ulte r Co u nte r
Z B Iを 用 い て 計 測 し て デ ィ ッ シ ュ の 底 に 付 着 し て い た 細 胞 数 を 算
定 し た ｡
細 胞 懸 濁 液 の 一 部 を 採 り ､ 等 量 の 0 . 4 % ト リ バ ン プ ル ー 溶 液 を
加 え て 室 温 で 3 分,間 静 直 し た
6 5 〉
o 血 球 算 定 板 を 用 い て ､ 少 な く
と も 3 0 0 偶 の 細 胞 を 調 べ て 染 色 細 胞 と 非 染 色 細 胞 の 数 を 求 め た ｡
細 胞 の 染 色 排 除 能 は 計 測 さ れ た 全 細 胞 数 に 対 す る 非 染 色 細 胞 の 比
- 11 4-
率 と し て 得 ら れ た ｡ 従 っ て ､ 試 験 化 合 物 の 添 加 実 験 後 の 細 胞 生 存
率 は デ ィ ッ シ ュ の 底 に 付 着 し て い た･細 胞 数 に 非 染 色 率 を 乗 ず る こ
と に よ り 算 出 さ れ る ｡ 相 対 生 存 率 は 対 照 実 験 に お け る 生 存 細 胞 数
と 誠 験イヒ合 物 添 加 実 験 に お け る 細 胞 数 と を 比 較 す る こ と に よ っ て
求 め た ｡
L酸 脱 水 素 酵 素 活 性 の 検 定
乳 酸 脱 水 素 酵 素 ( L D ”) 活性 は N A D H酸 化 法 に よ っ て 検 定
し た 6 6 )｡ L D Hを 測 定 す る 場 合 は ､ フ ァ ル コ ン マ ル チ ウ ェ ル プ
レ ー ト ( 2 c m 2 × 2 4､ Be cto n Dick in s o nCo . ) を 用 い た o- 培
地 を 試 験 管 に 移 し ､ 細 胞 を ア - ル 液 ( グ ル コ ー ス を 含 む 緩 衝 液;
0 . 5 ml) で 3 回 洗 浄 し ､ 各 洗 浄 液 を 別 々 の 試 験 管 に 保 管 し た ｡ 次
に デ ィ ッ シ ュ の 底 に 付 着 し て い る 細 胞 に 0. 1 % トT) ト ン Ⅹ - 10 0/
り ん 酸 緩 衝 液 (o . 5 ml) を 加 え ､ 細 胞 を 溶 解 し た 1 1 4 )｡ 培 地 ､ 洗
浄 液 ま た は 細 胞 溶 解 液 (50 〟 1) を U Vキ ュ ベ ッ ト に 入 れ ､ 0. 17
7nH N A D H/ ト リ ス - E D T A緩 衝 液 ( p Ⅲ 7. 4､ 2 nl ) を 添
加 し て 混 合 し ､ 3 7
oC で 5 分 間 加 熱 し た . 次 に 13 . 5 m姐 ピ ル ビ ン
酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液 (20 0 〟 1 ) を 添 加 し ､ 3 4 0n m の 吸 光 度 の
減 少 速 度 ( △ A / 孤 i a ) を 測 定 し た ｡ 得 ら れ た 吸 光 減 少 速 度 と
N A D H の3 4 0 n m に お け る 分 子 吸 光 度 ( 6 2 2 0/ n ot/ c 7n) を
■
用 い て ､ 下 式 か ら L D H活 性 を 算 出 し た ｡ 培 地 と 洗 浄 液 と の L D
H 活 性 の 合 計 は ､ 死 亡 し た 細 胞 か ら 細 胞 外 に 放 出 さ れ た L I) Ii量
を 表 わ すo 0 . 1 % ト リ ト ン Ⅹ - 100 / り ん 酸 緩 衝 液 中 の L D H活
性 は 細 胞 内 L D H量 を 表 す ｡ ま た 0. 1 % お よぴ 1 0 % F B S添 加
B M E の L D H のバ ッ ク グ ラ ウ ン ド 活 性 は ､ そ れ ぞ れ 1 . 4 お よ ぴ
1 0 5 U L D 刀/ l で あ り ､ ア - ル 液 に は L D H活 性 は 認 め ら
-1 15-
れ な か っ た ｡
L D H
△ Å m i n
‾ 1
6 2 2 0
7 2 3 5
2 2 5 0
5 0
1 06
(△ A a i n
‾ 1) u / 1 ( 3 7
o
C)
望 山 エ _坐 _至
ヒ ド の 芝 , 4 - ジ ニ ト ロ
'
7 ェ ニ ル ヒ ド ラ ゾ ン 体 へ の 誘 導
T) ノ - ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ キ シ ド (Z, E - 1 3- L O O E; 2 8 5m g ､ 0. 9 1
約 ol) の エ 夕 ) - ル (1 0 ml ) 溶 液を 室 温 ､ 酸 素 気 涜 下 で 4 8 時
間 撮 拝 し た o ま た ほ Z, E - 13 - LO O S(19 0 m g ､ 0. 6 8 n m ol) の エ タ ノ
ー ル (5 nl) 溶 液 を B ” E (9 5 ml ) に 懸 濁 さ せ ､ 5 % C O2 -
9 5 % 空気 下 ､ 畠 7 ℃ で 3 日 間 静 置 し た ｡ 反 応 混 合 物 を イ ソ オ ク
タ ン で 抽 出 し､ 抽 出 液 に 2, い d initor ophe nylhydr a zin e 試 薬 壷 添
加 し た 1 1 5 'o 混 合 物 を 室 温 で 1 時野茂 辞 し た 後 ､ 有 機 層 を 分 離 し､
水 層 を 再 度 イ ソ オ ク タ ン で 抽 出 し た o 抽 出 液 を 一 緒 に し て 水 洗 し ､
無 水 硫 懐 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し た ｡ 乾 燥 剤 を 除 い た 後 ､ 溶 媒 を 真 空
下 で 留 去 し た ｡ ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ヒ ド ラ ゾ ン 誘 導 体 は E P L C[
S him adz u L C - 6 A ; In ertsil OD S- 5 ; ア セ ト ニ ト リ ル / 水(
7 0:3 0- 8 O:20､ v/v ､ 2 10Tnl/hr ､ 35 0 n n] を 用 い て 分 離 し た ｡ 各
ヒ ド ラ ゾ ン の カ ラ ム 保 持 時 間 は 以 下 の 通 り で あ っ た : p e nta n al,
16. 6; hex an al, 20. 7; (E卜皇- he xe n al, 19. 3; (E) - 2 - hepte n al,
2 4. 0; (E卜2 - o ct e nal, 2 9. 8; (E) - 2 - n on en al, 3 6. 9･, (E, E卜2, 4-
npn adie nal, 31. 5; (E,E) - 2 , 4 - de c adie n al, 3 9. 4; 9- o X o-
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n o n a n oic a ci d, 8 . 0; (E) - 4 - hydr o xy - 2 - n o n e n al, 1 4. 0 m in . こ
れ ら の ヒ ド ラ ゾ ン は M S お よ び 標 準 品
. と の 共 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
に よ っ て 同 定 さ れ た ｡
he x a n al: 姐S m/z 2 8 0(朗
＋
), 2 0 6.
(E) - 2 - he x e n al: M S m/z 2 78(㍍ ＋), 2 35.
(E) - 2 - o ct e n al: M S m/z 30 6(M
＋
), 2 3 5.
(E 卜 4 - hydr o xy - 2 - n o n?n al: M S m/z 3 3 6(M
＋
), 2 3 7.
(E , E卜2 , 卜 n o n ad ie n al: M S m/z 3 1 8(朋
＋
), 2 6 1.
(E . E卜2, A - d e c ad ie nal: MS m/z 3 32(M
ヰ
), 2 6 1.
蟹 地 中 の ア ル デ ヒ ド の 直 接 的 定 量 分 析
0. 1 % お よ び1 0 % F B S添 加 B ” E中 の ア ル デ ヒ ド を ジ ニ ト
ロ フ ェ ニ ル ヒ ド ラ ゾ ン に 誘 導 せ ず に 直 接 o D S逆 柑 カ ラ ム を 用 い
た H P L C で定 量 し た ｡ (E) - ト hydr o xy - 2 - n on e n al の定 量Lに は ア
セ
′
ト ニ ト T) ル / 水(5 5:4 5､ v/v) ､ (E, E) - 2, 4 - de c ad ieJn al の 定 量
に は 同 混 合 液
で 流 し ､ ､ 2 3
く 直 接 Ⅲ p L
C - R 3 A)
第 4 章 の 実 験
廷_塞
(7 5:2 5､ v/v) を 溶 離 液 と し て 用 い ､ 涜 速 4 2 ml/hr
5 n m の 波 長 で 検 出 し た ｡ 培 地 を 前 処 理 す る こ と な
C に注入 し て ､ デ ー タ 処 理 装 置 (島 津 ､ chr o n atopa c
を 用 い て ア ル ザ ヒ ド の ピ ー ク 面 積 か ら 定 量 し た o
ゼ ラ チ ン お よ び ヘ パ リ ン は S igm a C he mic al Co . か ら ､ 上 皮 細
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胞 増 殖 因 子 ( E G F) は Col labo r at iv e Re s e a r ch か ら 購 入 し た ｡
内 皮 細 胞 増 殖 因 子 ( E C G F) は ウ シ 新 生 児 の 脳 か ら 単 離 し た
1 1 6 )
o ア ル デ ヒ ド を は じ め 他 の 物 質 は 第 3 章 と 同 様 に し て 入 手 し
た ｡
お よ び 培ヒ ト‡軒 甫
ヒ ト 肺 帯 静 脈 内 皮 細 胞 は Jaffeら の 方 法 1 1 7 )を 若 干 変 更 し て 単
離 し た ｡ す な わ ち 新 鮮 な ヒ ト 牌 帯 静 脈 に 0 . 1 % ト リ プ シ ン お よ び
o. o 2% E D T Aを 含 む り ん 酸 緩 衝 液 を 注 入 し ､ 3 7
o
C で 1 5分 間
処 理 し た ｡ こ の
添 加 M C D B 一
得 ら れ た 各 液 を
し た 細 胞 を 1 0
n g/ml) ､ へ パ リ
ト リ プ シ ン 溶 液 を 取 り 出 し ､ 等 量 の 1 0 % F B S
1 O 4 培 地 を 加 え た ｡ こ の 操 作 を 数 回 繰 り 返 し て ､
1 0 分 間 遠 心 分 離 ( 1. 0 × 1 03 rpm ) し ､ 沈 降
% F B S ､ E C G ど (69 n g/¶ 1) ､ E G ど (1 0
ン (100 〟 g/ml) 添 加M C D B- 1 0 4 ( 以降 M
C D B系 と 略 称) を 入 れ た ゼ ラ チ ン コ ー ト 済 み プ ラ ス チ ッ ク デ イ
Iy シ ュ ( 5 c m ) に 播 種 し た ｡ C O2 培 養 器 で 1 日 培 養 し た 後こ
再 度 M C D B系 に 交 換 し て 初 代 培 養 と し た ｡ 細 胞 は 過 一 回､
0. 025 % ト リ プシ ン 処 理 (3 7 ℃､ 3 7nin) に よ っ て デ ィ ッ シ ュ
か ら 刺 し ､ 1 : .4 に分 割 し て 継 代 し た ｡ 本 細 胞 は 約 6 0 P D Lの
寿 命 を 示 し た ｡ 実 験 に は 7 - 1 6 P D L の細 胞 を 用 い た ｡ 内 皮 細
胞 の 確 認 は 形 態 お よ び 血 液 凍 固 第 Ⅷ 因 子 抗 原 へ の 蛍 光 抗 体 法 に よ
っ て 細 胞 膜 表 面 に 存 在 す る 抗 体 を 検 出 す る こ と に よ っ て 行 っ た ｡
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静 脈 内 皮 細 胞 に 対 す る 毒 性
リ ノ ー ル 酸 ､ リ ノ ー ル 酸 ヒ ド ロ ペ ル オ ヰ シ ド お よ ぴ そ の 関 連 ア
ル デ ヒ ド の 1 0 0mM エ タ ノ ー ル 溶 液 を 作 製 し た o こ の 溶 液 を ア ー ル
液 で 希 釈 し て 5 ､ 1 0､ 2 5お よ び 5 0LL M 溶 液 を 調 整 し た o エ タ ノ ー
ル の 最 終 濃 度 は 0･ 1 %
.
以 下 で あ っ た ｡ 細 胞 を ゼ ラ チ ン コ ー ト し た
フ ァ ル コ ン マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト (2 c n2 ) に 4 × 1 03 細 胞 /
ウ ェ ル の 密 度 で 播 種 し た o 5 % C0 2 - 9 5 % 空 気 中 ､ 3 7
o
C セ
3 - 4 日 培 養 し た 後 ､ 培 地 の 交 換 を 行 い ､ さ ら に 3 - 4 日 培 養 す
る と ､ 細 胞 は 2 - 4 × 1 04 細 胞 / ウ ェ ル に 増 殖 し た ｡ 培 地 を 試 験
化 合 物 を 含 有 す る ア ー ル 液 に 交 換 し て 3 時 間 培 養 し た ｡ 培 地 を 除
い た 後 ､ 細 胞 を り ん 酸 緩 衝 液 で 洗 浄 し ､ 生 存 細 胞 数 を 第 3 章 に 記
述 し た Co ul te r Co u nte rお よ ぴ ト リ バ ン プ ル - 排 除 試 験 に よ っ て
算 出 し た ｡
第 5 章 の 実 験
高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 の 自 動 酸 化
高 度 不 飽 和 脂 肪 酸 (1 . 0 蛋 ) を ベ ン ゼ ン に 溶 解 し て
に 調 整 し て 三 野 フ ラ ス コ に 入 れ た ｡ 酢 酸 コ バ ル ト (5
し て 4 0 oC に 温 め な が ら 酸 素 を 1 00 nl/min の 流 速 で 3
排 気 は 2, ト d initr ophenyl hydr a zin e 溶 液 を 通 し た .
0. 1 M溶 渡
m･g) を 添 加
日 間 通 じ た ｡
反 応 中､ 過
酸 化 物 価 ( P 0 V) お よ び カ ル ポ ニ ル 価 ( C 0 V) を 測 定 し ､ 同
時 に H P L C(S h im adz u､ L C - 6 A) を 用 い て 反 応 の 進 行 程 度
を 調 べ た q か ラ ム は In e rtsi l OD S
- 5を 用 い ､ 溶 離 液 と し て ア セ ト
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ニ ト リ ル / 水 (3 0:7 0- 1 0 0:0 ､ Ⅴ/v ) を 用 い ､ 洗 速 9 0 m l/hr で 流
し ､ 波 長 2 1 0お よ ぴ 2 3 5n Ⅷで 分 析 し た ｡ 反 応 終 了 時 に は ､ P 0 V ､
c o vの 他 に t hio ba rb it u ri c a ci d( T B A) 反 応 物 量 ､ ジ ニ .ト
ロ フ ュ エ ル ヒ ド ラ ゾ ン 誘 導 体 の 重 量 お よ び 細 胞 毒 性 を 測 定 し た ｡
反 応 混 合 物 申 の ア ル デ ヒ ド 化 合 物 の 種 類 は ヒ ド ラ ゾ ン 誘 導 体 に 変
換 し て か ら ､ 第 3 章 と 同 様 の 条 件 の H P L Cを 用 い て 分 析 し た o
細 胞 毒 性 は 第 4 章 と 同 様 に ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 を 用 い ､ ア ー ル 液 中
で 3 時 間 培 養 し て 調 べ た ｡ 細 胞 に 投 与 す る 脂 肪 酸 酸 化 混 合 物 の 重
量 は ､ 原 料 の 脂 肪 酸 が
一
2 5 〟 M に な る 重 量 と 同 じ に し た ｡ 例 え ば ､
リ ノ ー ル 酸 と そ の 酸 化 混 合 物 の 場 合 は 7. 0 〟 g / 孤 l ､ リ ノ レ ン
酸 と そ の 酸 化 混 合 物 の 場 合 は 6. 9 〟 g / 孤 l ､ ア ラ キ ド ン 酸 と そ
の 酸 化 混 合 物 の 場 合 は 7. 6 〃 g / 孤 l に 調 整 し て 投 与 し た ｡
過 酸 化 物 価 ( ㍗ 0 V) の 測 定
[ 日 本 油 化 学 協 会 法] 1 8 ¢)
可 溶 性 デ ン プ ン (1 蛋 ) と 塩 化 ナ ト リ ウ ム (20 g) を 水 (10
■
o
ml) に 溶 解 し て デ ン プ ン 溶 液 を 作 製 し た o 試 料 約 B m g (10- 5 0
ng) を ク ロ ロ ホ ル ム / 氷 酢酸 (40:60､ Ⅴ/v ; 35 Ⅶ1 ) に 溶 解 し ､
窒 素 を 通 じ て 空 気 を 除 去 し ､ 窒 素 気 涜 下 で ヨ ウ 化 カ リ ウ ム 飽 和 水
溶 液 (1 nl) を 加 え ､ 窒 素 を 止 め て 直 ち に 激 し く 振 渡 し ､ 室 温 暗
所 に 5 分 間 静 置 し た ｡ 次 に 水 (7 5 ml ) を 加 え て 激 し く 振 渡 し ､
ヂ ン プ ン 溶 液_(1 7nl) を 添 加 し ､ 0 . 0 1 Ⅳチ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 適
定 し′､ ヂ ン プ ン に よ る 着 色 が 帝 失 す る 時 点 の 使 用 量 ( A ) を 求 め
た o 同 時 に 空 試 験 を 行 t･→ ､ そ の 時 の チ オ 硫 酸 ≠ ト T) ウム の 使 用 量
杏 ( a ) と し た ｡ P 0 Vは 次 式 か ら 求 め ＼ら れ る ｡
-12 0-
( A - a )
㍗ 0 V × 1 04 ( 〟 e q / g )
B
ど : 0 . 0 1 Nチ オ 硫 酸 ナ ト リ ウ ム の 力 価 ( こ の 場 合 は 1 )
[塩 化 ア ル ミ ニ ウ ム を 用 い る 比 色 法] 1 8 1 )
無 水 塩 化 ア ル ミ ニ ウ ム (2 g ) お よ ぴ o rt ho - phen anthr olin e
(0 . 0 2 g) を ェ タ ノ ー ■ル (1 0 0ml) に 溶 解 し て 塩 化 ア ル ミ ニ ウ ム
溶 液 を 作 製 し た . 試 料 B m g ( 約o. 2 ng) に 2 % ヨ ウ 化 カ リ ウ ム
/ エ タ ノ ー ル 溶 液 (o . 5 ml) ､ 塩 化 ア ル ミ ニ ウ ム 溶 液 (0. 5 Tnl)
お よ び ヘ キ サ ン (1 ml) を 加 え て 激 し く 振 達 し た 後 ､ 30 0 0rp7nで
3 分 間 速 J亡､ し て 水 層 ( 下層) を 5 6 0 n m で 比 色 定 量 し た ｡ 空 試
験 を 並 行 し て 行 い ､ 比 色 測 定 の 対 照 に 用 い た ｡ 得 ら れ た 吸 光 度 を
I
ヨ ウ 素 酸 カ リ ? ム 標 準 液 を 用 い て 作 製 し た 検 量 線 に 適 用 し て ､ 活
性 酸 素 量 ( 〟 m ol 02 / g) と し て 算 出 す る ｡
カ ル ポ ニ ル 価 の 測 定
[フ ユ ニ ル ヒ ド ラ ゾ ン 誘 導 体 を 用 い る 比 色 法]
2 . ト d ini tr ophe nylhydr a zi ne (0. 2 5 g) を 6 N 塩 酸 (100 nl)
に 溶 解 し て ､ フ ェ ニ ル ヒ ド ラ ジ ン 溶 液 を 作 製 し た 1 1 4 )｡ 試 料 B
m g ( 約1
に 溶 解.し ､
時 間 激 し く
定 量 し た ｡
し ､ 次 式 よ
n g) を ベ ン ゼ ン / イ ソ オ ク タ ン (1:15､ Ⅴ/v ; 1 6 ml)
フ ェ ニ ル ヒ ド ラ ジ ン 溶 液 (5 ml) を 添 加し て 華 温 で 3
撹 拝 し た ｡ 有 機 層 ( 上 層) を 3 3
■
7 n m に お い て 比 色
空 試 験 を 並 行 し て 行 い ､ 得 ら れ た 液 を 対 照 と しLT 便 慮
り C 0 Vを 求 め た o 定 数 o . 864は 生 成 が 予 想 さ れ る ア
ル ヂ ヒ ド の 標 準 品 の 1LL n Ol/ 1 6 ml 溶 液 に よ る 3 3 7n m の 吸 光
-1′21-
度 の 平 均 値 で あ る ｡
C 0 V
E 3 3 7
1 03 ( 〟 e q / g)
0 . 8 6 4 × B
[フ ユ ニ ル ヒ ド ラ ゾ ン 誘 導 体 の 塩 基 性 条 件 下 の 比 色 法] 1 8 2 )
試 料 B m g (約 1 mg) を ベ ン ゼ ン (5 ml) に 溶 解 し､ 0 . 0 5%
2, 卜 d ini tr ophe nylhydr a zin e/ ベ ン ゼ ン 溶 液 (5
リ ク ロ ル 酢 酸 / ベ ン ゼ ン 溶 液 (3 nl) を 加 え ､ 3
に 加 熱 し た ｡ 室 温 ま で 放 冷 し た 後 4 % 水 酸 化 カ リ
ノ ー ル 溶 液 (1 0 ml ) を 添 加 し て 発 色 さ せ ､ 1 0
ml) ､ 4 . 3 % ト
0 分 間 約 6 0
oC
ウ ム / 無 水 エ タ
分 後 4 4 0 n 孤
で 比 色 定 量 し た ｡ 空 試 験 を 同 時 に 行 い ､ 得 ら れ た ･ 液 を 対 照 と し て
使 用 し ､ 次 式 よ り C 0 Vを 求 め た ｡ 定 数 o . 8 5 =ま 生 成 が 予 想 さ れ
る ア ル デ ヒ ド の 標 準 品 の 1JL n Ol/ 5 Thl溶 液 に よ る 4 4 0n m の 吸
光 度 の 平 均 値 で あ る ｡
E 1 4 8
C 0 V
T B A の拠
0 . 8 5 4
l 切 3 )
1 0 3 ( 〟 e q / g )
試 験 管 に B m g (約1 ng) の 試 料 と 水 (o. 3 ml) を 入 れ ､ 0. 0 5
N 塩 酸 (3 nl) を 加 え ､ 次 に 0 . 6 7% th ioba rbi turic a ci d( T B
A) 水 溶 液 (1. ml) を 添 加 し て 混 合 し た ｡ 試 験 管 に ふ た を し て ､
9 5 ℃で 3 0 分 間 加 熱 し た 後 ､ 流 水 に よ り 速 や か に 室 温 ま で 冷 却
し た . 1 5% メ タ ノ, - ル 含 有 ブ タ ノ ー ル (8 ml) を 加 え て 振 渡 し ､
遠 心 分 離 (2 5 0 0rp n ､ 1 0 分 間) し た 後 ､ ブ タ ノ - ル 層 を 取 り ､
5 3 5 n m で 比 色 定 量 ( i ) し た ｡ 10 n n ol/m g tetr a et ho xy -
-122-
p r?p a n e / メ タ ノ
- ル 溶 液 (o･ 3 ml) の 標 準 試 料 を 用 い て 同 様 の
操 作 を 行 い 吸 光 度 ( F ) を 求 め た o 過 酸 化 物 の 濃 度 ( T B A 値)
は 次 式 よ り 得 ら れ た ｡
f 1
T B A ニ ー × 1 0 × ( n m o I / m g )
F B
- 12 3-
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